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(57) Abstract 



The invention concerns a recombinant vector characterised in that it comprises a polynucleotide comprising a central initiation 
cis-active region (cPPT) and a termination cis-active region (CTS), said regions being of retroviral or retroviral-like origin, said vector further 
comprising a predetermined nucleotide sequence (transgene or nucleotide sequence of interest) and retranscription regulating, expressing 
and packaging signals of retroviral or retroviral-like origin. 
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L' invention concerne un vecteur recombinant carac tense" en ce qu'il comprend un polynucleotide comportant une region cis-active 
d* initiation centrale (cPPT) et une rdgion cis-active de terminaison (CTS), ces regions 6tant d'origine r^trovirale ou retrovirale-like, ledit 
vecteur comprenant en outre une s6quence de nucleotides d£termin6e (transgfcne ou s6quence nucleotidique d'interfct) et des signaux de 
regulation de r6trotranscription, d 'expression et d'encapsidation d'origine retrovirale ou r6trovirale-like. 
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UTILISATION DE SEQUENCES D'ADN DE STRUCTURE TRIPLEX POUR LE TRANSFERT DE SEQUENCES 
NUCLEOTIDIQUES 

5 La presente demande a pour objet I'utiiisation de sequences d'ADN 

susceptibles de presenter une structure ou organisation a trois brins (appelee 
"ADN triplex"), pour le transfert de sequences de nucleotides dans des cellules, 
ainsi que des vecteurs recombinants contenant ces sequences triplex. 

L'invention a done pour objet la definition et la fourniture de nouveaux 

10 moyens susceptibles d*§tre mis en oeuvre par exemple dans le cadre de 
protocoles de therapie genique ou de transgenese pour la creation d'animaux 
ou de plantes transgeniques ou encore de cellules ou lignees cellulaires 
recombinantes. Ces moyens comprennent I'elaboration de nouveaux vecteurs 
susceptibles de transferer une sequence de nucleotides, et en particulier une 

15 sequence d'interet therapeutique, dans des cellules cibles du corps humain ou 
animal. 

Une limitation importante des approches de therapie genique connues 
jusqu'a ce jour, reside dans la vectorisation du gene d'inten§t therapeutique."' 
Les vecteurs retroviraux derives d'oncovirus, principalement du MoMLV, ont ete 

20 largement utilises pour le transfert de gene. Leur application est grandement 
iimitee par le fait que les oncovirus ne s'integrent que dans des cellules cibles 
en division active. Au contraire, les lentivirus ont la capacite unique, parmi les 
retrovirus, d'infecter des cellules differenciees, non mitotiques, et represented 
des candidats viraux interessants pour le developpement de nouveaux 

25 vecteurs. Tout en conservant les avantages d'un vecteur oncoviral (absence 
d'immunogenicite, integration stable), les lentivirus pourraient permettre la 
transduction in vivo de tissus differencies non mitotiques (cerveau, muscle, foie, 
poumon...) et trouver ainsi un champ duplications considerable en therapie 
genique. 
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Differentes tentatives de construction de vecteurs retroviraux a partir de 
lentiviais ont ete rapportees. On citera a cet egard les travaux de Poznansky 
M. et al (J. Virol 1991, 65, 532-6), de Naldini et al (Science, 1996, 272, p 263-7) 
realises a partir du retrovirus HIV et ceux de Poeschla EM et al (Nature 
5 Medecine, 1998, 4, p 354-7) realises a partir du retrovirus FIV. 

Les inventeurs ont recherche des determinants impliques dans le 
mecanisme d'entree du genome retroviral dans le noyau des cellules 
(mecanisme d'import nucleaire) infectees. 

(-'identification d'un determinant ADN triplex essentiel a I'import a conduit 

10 les inventeurs a definir de nouveaux moyens, et en particulier des vecteurs 
utilisables pour le transfert de genes, bu plus generalement de sequences de 
nucleotides (designes dans la suite par Texpression "transgenes") dans des 
cellules cibles. Les inventeurs ont en particulier travaille a partir du retrovirus 
HIV ("human immunodefficiency virus", ou VIH), membre de la famille des 

is lentivirus, et ont identifie et isole un determinant viral responsable de I'import 
nucleaire de I'ADN proviral de HIV dans les cellules cibles : I'ADN triplex 
central. Cet ADN triplex s'est avere pouvoir fonctionner dans des vecteurs, hors 
du contexte naturel du genome HIV1, comme determinant d'import nucleaire 
permettant I'entree du genome vecteur dans le noyau de cellules cibles. 

20 Les mecanismes d'entree de I'ADN retroviral dans le noyau comportent 

des differences considerables d'une famille retrovirale a une autre. Le genome 
des lentivirus est capable de traverser la membrane nucleaire du noyau 
interphasique via I'adressage puis la translocation de son complexe de pre- 
integration (ADN lineaire et proteines associees) a travers le pore nucleaire. 

25 Ainsi, ces virus sont capables de se repliquer en absence de division de la 
cellule cible. Ms infectent en particulier les macrophages tissulaires differencies 
et les cellules dendritiques, cellules au centre de la transmission, de la 
dissemination, et de la physiopathologie du HIV. A I'inverse, les genomes des 
oncovirus et des spumavirus sont incapables de traverser la barriere 
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representee par la membrane nucleaire. Leur complexe de pre-integration doit 
attendre la mitose, et la disorganisation de la membrane nucleaire, pour 
acceder aux chromosomes mitotiques et s'integrer. 

Les determinants viraux responsables de I'import nucleaire de PADN du 
5 virus HIV1 ont ete recherches par les inventeurs. [.'identification et. la 
comprehension fonctionnelle des mecanismes moleculaires de I'import 
nucleaire du complexe de pre-integration de HIV presente en effet des interets 
fondamentaux importants. Les inventeurs ont identifie un mecanisrne original 
d'import nucleaire du genome HIV-1 selon lequel cet import serait gouverne par 
10 une structure ADN f un triplex au centre des molecules d'ADN lineaires, genere 
. par des etapes particulieres a la retrotranscription lentivirale. 

La structure d'ADN triplex presente au centre des molecules d'ADN. 
lineaires generees lors de la retrotransciption lentivirale, en particulier dans le 
retrovirus HIV, a ete decrite par les inventeurs dans differentes publications 
is anterieures (Charneau P. et al., J. Mol. Biol. 1994, 241, 651-662 ; Charneau P. 
et al, Journal of Virology, Mai 1991, p. 2415-2421 ; Charneau P. et al, Journal 
of Virology, 1992, vol. 66, p. 2814-2820. 

La structure d'ADN formant un triplex lors de la retrotranscription virale/ 
est un polynucleotide comportant une region cis- active d'initiation centrale, ou 
20 polypurine tract (cPPT), et une region cis- active de terminaison (CTS), ces 
regions permettant I'initiation de ta transcription d'un brin+ dont la synthese est 
initiee par la region PPT presente au centre du genome de HIV ou d'autres 
lentivirus, et ['interruption de la synthese d'un second brin+, dont la synthese 
, est initiee au niveau d'un site PPT 3 1 en amont du LTR retroviral (figure 1). 
25 La formation de la structure d'ADN triplex est la consequence d'un 

evenement de deplacement de brin discret au sein du genome du retrovirus, 
bloque par la sequence CTS (Charneau et al, J. Mol. Biol.-, 1994). 

II est entendu que le terme "ADN triplex" utilise ici designe une region 
d'ADN a trois brins, sans reference a la structuration de ces brins entre eux 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



WO 99/55892 PCT/FR99/00974 

4 

(brin depiace libre, ou formant une triple helice ou une D-loop... etc). 

La structure d'ADN triplex ainsi formee lors de la retrotranscription 
permet, ou a tout le moins contribue a I'entree du genome retroviral dans le 
noyau de la cellule, permettant de ce fait Tinfection de cellules non mitotiques. 
5 A partir de Identification de ce mecanisme requis pour I'entree de 

retrovirus dans le noyau des cellules cibles, les inventeurs ont elabore une 
nouvelle generation de vecteur lentiviral, incluant la region ADN triplex, 
[^introduction d'un fragment d'ADN, issu du genome HIV-1 et comprenant les 
sequences cPPT et CTS actives en cis, dans un systeme de vecteur VIH, 
10 augmente la transduction de genes dans les cellules en stimulant le taux 
d'import nucleaire de I'ADN vecteur. Cette generation de vecteurs lentiviraux a 
triplex ameliore notablement la transduction de gene dans des cellules, 
mitotiques ou non. 

L'invention concerne une sequence nucleotidique d'origine retrovirale ou 
is retrovirale-like, pouvant etre preparee de maniere synthetique, comprenant des 
regions cPPT et CTS actives en cis dans la retrotranscription en general, et en 
particulier 2 polynucleotides associes lorsqu'ils sont places dans le genome 
retroviral normal, ces polynucleotides contenant au moins 10 nucleotides 
chacun. 

20 La sequence nucleotidique selon ^invention comprend (voir figure 11G 

ou les sequences d'interet cis actives sont encadrees) d'un cote une sequence 
nucleotidique courte appelee "cPTT" dans le cas d'HIVI (au minimum 10 paires 
de bases) et de Tautre une sequence appelee "CTS" d'au moins 10 paires de 
bases dans le cas d'HIVL Les deux sequences actives en cis et une sequence 

25 nucleotidique issue du genome retroviral et situee entre ces deux sequences 
cis correspondent a environ 120 nucleotides dans le cas du genome d'HIVI 
nature!. 

Uinvention concerne egalement une sequence nucleotidique 
comprenant trois brins d'ADN constitues par d'une part, la region CTS (ou une 
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region equivalente dans le cas d'une origine du genome utilise autre que celle 
d'HIVI mais ayant les memes proprietes que la region CTS publiee par 
Charneau et al, J. MoL Biol., 1994, et.d'autre part, en amont de CTS, une 
region ayant environ 90 a 110 nucleotides de preference 99 nucleotides dans le 
5 cas d'HIVI. 

L'invention concerne un polynucleotide comprenant un fragment d'ADN a 
deux brins correspondant a la region cPPT ("polypurine track") associee a une 
sequence polynucleotidique presente naturellement dans le genome d'HIVI (ou 
une sequence equivalente naturelle ou synthetique) et enfin une region CTS 
10 nucleotidique qui adopte une conformation qui definit la fin de la region a trois 
brins (cote 3') apres retrotranscription. 

Cette conformation a trois brins est denommee "sequence triplex". 

A titre d'exemple, la sequence triplex est celle figurant sur la figure 11 F 
pour HIV1 ou sur la figure 1 1G. Le triplex, in vivo, lorsqu'il est present dans un 
15 vecteur utilisable pour la penetration des membranes nucleaires des cellules 
.eucaryotes, stimule ['importation d'ADN dans le noyau de la cellule a modifier 
ou a transduire. 

[.'invention concerne I'utilisation de cette sequence triplex seule ou dans 
un vecteur pour introduire des sequences nucleotidiques auxquelles la 
20 sequence triplex est liee dans le noyau de la cellule eucaryote receptrice. 

[.'invention a ainsi pour objet un vecteur recombinant caracterise en ce 
qu'il comprend un polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation 
centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions 
etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, ledit vecteur comprenant en outre 
25 une sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), et 
des signaux de regulation de retrotranscription, d-expression et d'encapsidation 
d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

Le terme "polynucleotide" utilise se rapporte a toute sequence d'acide 
nucleique, sous forme de simple brin ou de double brin ou triple brin, qu'il 
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s'agisse d'ADN par exemple d'ADNc, ou d'ARN. 

A titre d 'exemple, ('invention a pour objet le transfert de transgenes a 
visee therapeutique, en particulier dans le cadre de protocoles de therapie 
genique somatique, pour inserer une sequence de nucleotides modulatrice ou 
5 reparatrice d'une activite deficiente dans les cellules somatiques d'un 
organisme afin de remedier au mauvais fonctionnement d'un gene endogene, 
ou pour permettre I'expression d'une fonction supplemental, notamment 
d'une fonction suppressive de I'expression ou de Tactivite d'un gene, dans un 
but therapeutique. 

io Par I'expression "therapeutique", on entend la recherche ou I'obtention 

d'un effet preventif ou curatif, ou encore la recherche ou I'obtention d'une 
amelioration ou d'une stabilisation de I'etat pathologique d'un patient. 

Dans le cadre de Invention, et a titre d'exemple, les sequences 
nucleotidiques dites transgenes ou sequences nucleotidiques d'interet peuvent 

is done etre des genes ou partie de genes ou sequences derivees de genes, par 
exemple des ADNc ou des ARN. II peut aussi s'agir de sequences antisens, de 
sequences mutant negatifs d'un gene donne, ou de sequences intervenant 
dans les fonctions de transcription, d'expression, d'activation de genes, ou 
encore des sequences appropriees pour ('activation de prodrogues ou de 

20 substances cytotoxiques. 

Les sequences de transgenes dans le cadre de I'invention peuvent aussi 
avoir une activite de stimulation ou d'induction de la reponse immunitaire, 
cellulaire ou humorale, par exemple lorsqu'elles sont utilisees pour transformer 
des cellules presentatrices de Tantigene. 

25 • Ainsi, invention peut etre appliquee a la preparation de vecteurs 
utilisables en vue d'une therapie genique dans des domaines varies tels que 
celui des maladies hereditaires comportant ('alteration d l un gene, ces maladies 
comprenant par exemple la myopathie de Duchenne, la mucovicidose, des 
maladies neurodegeneratives ou encore des pathologies acquises telles que 
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des pathologies malignes concluisant naturellement a une reponse faible du 
systeme immunitaire. L'invention permet aussi d'envisager des traitements 
d'immunotherapie pour stimuler la reponse a des agents pathogenes, par 
exemple par la production de CTL, par exemple dans le cas de pathologies 
5 telles que les cancers ou des pathologies telles que le SIQA, ou diminuer la 
reponse contre les antigenes du soi dans le cas des maladies auto-irnmunes. 

L'invention concerne egalement la fourniture de moyens permettant 

I'elaboration de compositions immunogenes ou de vaccins, prophylactiques ou 
therapeutiques ou de compositions immunogenes. 

10 : Les vecteurs lentiviraux contenant un ADN triplex selon ['invention sont 

egalement utilises . pour la construction d'animaux transgeniques, par la 
transduction de genes dans des iignees ou des cellules embryonnaires. 

Le vecteur de invention contient un transgene insere sous le controle de 
sequences regulatrices de transcription ou d'expression, virales ou non. 

15 . Le transgene peut etre inclus dans une cassette d'expression 
comprenant les sequences appropriees pour la regulation de son expression 
dans une cellule. 

Un premier mode de realisation particulierement interessant de' 
Tinvention est celui dans lequel le vecteur recombinant est caracterise en ce 
20 que les sequences d'origine retrovirales qu'il contient sont derivees du genome 
. d'un lentivirus. . 

Dans je cadre de la presente demande, le terme "derive" englobe toute 
sequence identique a la sequence contenue dans le genome du retrovirus, ou 
toute sequence modifiee par mutation, insertion, deletion, recombinaison, des 
25 lors qu'elle conserve la fonction essentielle qu'elle possede au sein du genome . 
retroviral, en vue de son insertion au sein du vecteur de Tinvention. 

Une telle sequence pourra etre obtenue par tout moyen en soi connu 
permettant ['identification et I'isolement de sequences de nucleotides a partir de 
leur qrganisme .d'origine, en particulier comprenant des etapes de clonage 
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et/ou d'amplification, ou par synthese selori toute technique dispionible. 

Alternativement, le vecteurselon invention est caracterise en ce que les 
sequences cTorigine retrovirale-like sont derivees d'un retrotransposon. A cet 
egard, on mentionnera a titre d'exemple, le retrotransposon de levure TY1 
5 (Heyman T et al). 

Le vecteur recombinant ainsi decrit peut par exemple etre un plasmide 
recombine par une construction retroviral ou retrovirale-like et un transgene, le 
cas echeant contenu dans une cassette d'expression. 

Le vecteur recombinant peut aussi etre un retrotransposon, un phage, tel 
10 qu'un phage k ou un phage filamenteux susceptible d'etre introduit dans des 
bacteries ou un vecteur capable de transformer des levures, tel qu'un YAC. 

Un tel vecteur est utilisable pour la transduction de cellules, et en 
particulier de cellules d'encapsidation ou/et de cellules cibles, par toute 
methode en soi connue, incluant la transfection ou I'infection ou la transduction 
15 par exemple par un vecteur adenovirus ou de type AAV contenant le vecteur 
lentiviral a triplex. 

Un vecteur ainsi defini peut etre transcomplemente par un ou plusieurs 
vecteurs additionnels apportant les sequences codant pour les polypeptides de 
structure du genome d'un retrovirus choisi, en particulier d'un lentivirus, ou les 
20 polypeptides de structure d ! un retrotransposon. 

A cet egard, le vecteur de Invention peut etre transcomplemente par 
Tapport de sequences codant pour les polypeptides GAG . POL et ENV . ou pour 
une partie de ces polypeptides suffisante pour permettre la formation de 
particules retrovirales destinees a vectoriser le vecteur recombinant depourvu 
25 des genes viraux et comportant le transgene dont on rebherche ('expression! 

1 Un vecteur selon I'invention peut etre caracterise par le fait que le 
transgene ou la sequence d'interet est contenu(e) dans une cassette 
d'expression comprenant des signaux regulateurs de transcription et 
d'expression. ^ : 
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De fa?on generale; le(s) vecteur(s) utilises pour la trans- 
complementation en proteines retrovirales ou retrovirales-like, sont depourvus 
de signaux d'encapsidation. 

A ce sujet, on citera les vecteurs prepares selon les techniques de 
5 Goldman et al (1997) utilisables pour la transcomplementation d'un vecteur 
recombinant selon (Invention. 

L'invention a egalement pour objet des particules vecteur retrovirales 
recombinantes comprenant : 

a) un polypeptide gag correspondant a des nucleoproteines d'un 
10 lentivirus ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides GAG), 

b) un- polypeptide qo\ constitue par les proteines RT, PRO, IN d'un 
lentivirus ou un polypeptide derive fonctionnel (polypeptide POL), 

c) un polypeptide d'enveloppe ou des polypeptides derives fonctionnels 
(polypeptides ENV), 

is d) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 

sequence de nucleotides determinee (transgene ou une sequence d'interet) 
placee sous le controle de signaux regulateurs de transcription et d'expression, * 
une sequence contenant des signaux regulateurs de retrotranscription, ' 
d'expression et d'encapsidation d'origine retrovirale ou retrovirale-like et un 

20 polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
. .une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like et etant inserees dans une orientation fonctionnelle 
avec les susdits signaux regulateurs d'origine retrovirale ou retrovirale-like. < 
L'invention a aussi pour objet des particules vecteur retrovirales 

25 recombinantes comprenant : 

a) - une sequence de nucleotides dite sequence gag codant pour les 
nucleoproteines d'un lentivirus ou pour des polypeptides derives fonctionnels 
(polypeptides GAG), 

b) une sequence de nucleotides dite sequence eoi codant pour les 
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proteines RT, PRO, IN et RN cTun lentivirus ou pour un polypeptide derive 
fonctionnel (polypeptide POL), 

c) des signaux regulateurs de transcription et depression des 
sequences gag et pol . 

d) une sequence de nucleotides dite sequence env codant pour des 
polypeptides d'enveloppe ou pour des polypeptides derives fonctionnels 
(polypeptides ENV), la sequence env etant placee sous le controle de signaux 
regulateurs de transcription et d'expression, 

e) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene), placee sous le controle de 
signaux regulateurs de transcription et d'expression, une sequence contenant 
des signaux regulateurs de retrotranscription, depression et d'encapsidation 
d'origine retrovirale ou retrovirale-like et un polynucleotide comportant une 
region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de 
terminaison (CTS), ces regions etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, ces 
regions etant inserees dans une orientation fonctionnelle avec ies signaux 
regulateurs d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

Selon une variante de realisation, ['invention a pour objet une sequence 
de nucleotides comprenant un polynucleotide comportant une region cis-active 
d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), 
d'origine retrovirale ou retrovirale-like, chacune de ces deux regions encadrant 
un enchaTnement de nucleotides interne, Ies susdites regions cis-actives cPPT 
et CTS etant inserees au sein de la susdite sequence de nucleotides, dans une 
orientation fonctionnelle avec des signaux regulateurs de retrotranscription 
d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

- Les polypeptides GAG et POL sont Ies polypeptides de nucleoproteine 
issues de precurseurs dives par la protease virale. Les polypeptides POL 
comprennent la reverse transcriptase (RT), la protease (PRO), Tintegrase (IN) 
et la Rnase H (RN) du retrovirus. Le cas echeant, d'autres proteines du 
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retrovirus sontegalement utilisees pour la construction des particules vecteur. 
On note que les termes proteines ou polypeptides utilises couvrent ies formes 
non glycosylees ou les formes glycosylees des polypeptides en question. 

Les sequences gag , pol et env utilisees pour la construction des 
5 particules vecteur retroviraies peuvent etre, le cas echeant, modifiees par 
mutation, par exemple par mutation ponctuelle ou par deletion ou insertion d'un 
. ou plusieurs nucleotides, ou issues de chimeres recombinantes provenant de 
differents retrovirus par exemple entre HIV1 et HIV2 ou HIV1 et CAEV (Caprine 
Arthritiis Encephalitis Virus), des lors qu'elles permettent ia production de 
10 polypeptides fonctionnels pour la production de particules virales capables de 
vectoriser le transgene a exprimer. En particulier, on aura recours a des 
sequences mutees pour accroTtre la securite du retrovirus ainsi produit. 

Avantageusement, le vecteur recombinant de invention ou les particules 
vecteur recombinantes sont telles que le transgene est sous le controle de 
15 signaux. regulateurs de transcription et depression d'origine non retrovirale. 
Un promoteur susceptible d'etre utilise pour - controler I'expression du 
transgene, est par exemple le promoteur du CMV, le promoteur PGK ou EF1a 
decrit dans Tripathy, SK et al. (PNAS 1994, 91, p 11557-11561). .;/ 
. Selon une variante de realisation de invention, le transgene peut 
20 toutefois etre place sous le controle des signaux . regulateurs . identifies 
. . precedemment comme etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, en 
particulier sous le controle de la sequence LTR. 

, Un lentivirus utilise pour deriver la construction retrovirale " selon 
. Tinvention peut etre choisi parmi les retrovirus HIV, par exemple HIV-1, HIV-2 
25 ou tout isolat different de ces deux types, ou par exemple parmi les virus CAEV 
(Caprine Arthritis Encephalitis Virus), EIAV (Equine Infectious Anemia Virus), 
VISNA, SIV (Simian Immunodeficiency Virus), ou FIV (Feline Immunodeficiency 
Virus). 

Un vecteur particulierement avantageux selon Tinvention est le vecteur 
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caracterise en ce que le polynucleotide est une sequence d'ADN comprenant la 
region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et la region de terminaison (CTS) 
du genome d'un retrovirus HIV-1 , ou de tout autre lentivirus. 

La sequence PPT centrale ou cPPT est une sequence relativement 
5 conservee au sein des lentivirus et est identifiee par la presence de nombreux 
residus purines dont certaines sont montrees sur la figure 11H. Des mutations, 
meme ponctuelles, au sein d'une de ces regions, peuvent abolir leur caractere 
fonctionnel lie a la formation des structures d'ADN triplex. 

^identification des sequences cPPT est facilitee par le fait qu'il s'agit de 
10 repetition au centre du genome chez les lentivirus, d'une sequence polypurine 
■situee a la bordure amont (5') du LTR 3' chez tous les retrovirus. Cette 
sequence cPPT peut etre une repetition exacte, comme dans le cas du virus 
HIV-1, ou legerement modifiee chez d'autres lentivirus (figure 11H). La 
sequence de terminaison centrale CTS est caracterisee dans le cas du virus 
is HIV-1 (Charneau et al, 1994). Elle est situee a une centaine de nucleotides en 
aval de la sequence cPPT. On trouve chez les autres lentivirus des sequences 
CTS candidates la encore a une centaine de nucleotides (de 80 a 120 
nucleotides) en aval de la sequence cPPT. La position probable de la 
sequence CTS est indiquee chez quelques lentivirus sur les figures 1 1A a 11E. 
20 La sequence CTS du lentivirus EIAV a recemment ete caracterisee 

(Scott R. Stetor et al., Biochemistry 1999, 23, P 3656-67). Selon ces auteurs, 
chez EIAV, les sequences cPPT et CTS sont respectivement 5' AAC AAA GGG 
AGG GA 3' et 5' AAA AAA TTT TGT TTT TAC AAA ATC 3\ 

Parmi les polynucleotides preferes utilisables dans le cadre de 
25 Tinvention, on cite par exemple les sequences representees a la figure 11, et 
plus precisement les sequences comprises entre les deux regions cPPT et 
CTS, incluant les sequences desdites regions. 

Le cas echeant, la sequence de nucleotides comprenant le cPPT, le 
polynucleotide interne (c'est a dire liant le cPPT jusqu'a la sequence CTS) et la 
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sequence CTS, peut etre mutee ponctuellement, ou mutee par deletion ou 
insertion de nucleotides. A titre d'exemple, des mutations ponctuelles ont ete 
realisees dans la sequence cPPT de HIV1 et ont montre qu'il y avait maintien 
d'une infectivite residuelle dans les cellules (Charneau et al, J. Virol. 1992, 66, 
5 p. 2814-2820). 

L'invention couvre toute sequence mutee pour cPPT ou CTS ayant au 
moins 60 % d'identite avec la sequence nucleotidique cis active homologue 
naturelle d'ou elle est issue. En cas de sequences actives en cis chimeres, le 
pourcentage s'applique a chaque sequence nucleotidique mutee de la chimere. 
30 . Des modifications de la sequence nucleotidique des regions PPT ou 

.. cPPT ou CTS peuvent etre introduces pour construire I'ADN triplex selon 
('invention.. Ces modifications peuvent atteindre jusqu'a 40 % de la sequence 
naturelle. . 

L'identite des sequence nucleotidiques variantes par rapport aux 
is sequences dites naturelles, se calcule strictement par rapport au cPPT ou au 
CTS individuellement et non par rapport a la sequence nucleotidique de I'ADN 
triplex complet. 

La region comprise entre le cPPT et le CTS, est constitute par un 
polynucleotide qui peut etre soit celui trouve dans le genome retroviral, d'origine 
20. . entre le CTS et le PPT soit etre different de celui-ci a condition , que PADN 
.triplex conserve ses proprietes dans Timport nucleaire du polynucleotide 
permettant d'amener la sequence nucleotidique d'interet a Tinterieur du noyau. 

Le polynucleotide selon ('invention peut etre introduit dans r un vecteur 
replicatif ou non replicatif. Dans le cas d'un vecteur retroviral, il s'agit d'un 
25 vecteur de type non replicatif. 

Pour la preparation de quantites importantes de particules vecteur 
retroviral, il est possible d'utiliser des vecteurs de type adenoviral dans lesquels 
a ete introduit le . polynucleotide correspondant au genome retroviral qui 
contient les sequences ADN triplex et celles des genes gag, pol, et env. * 
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Ces vecteurs adenoviraux peuvent eventuellement etre rendus replicatifs 
par ('introduction d'une sequence origine de replication. 

Dans la figure 11G, les sequences cPPT et CTS du HIV-1 sont 
encadrees. 

5 En tout etat de cause, on utilisera des sequences mutees qui conservent 

la capacite a former un triplex d'ADN lors de la retrotranscription du genome 
dans la cellule cible. 

Un vecteur recombinant selon un mode de realisation particulier de 
('invention peut done comprendre, tout ou partie des sequences LTR 
10 retrovirales ou de retrotransposon, les sites retroviraux PBS, et PPT S'-terminal, 
la sequence retroviral necessaire a Tencapsidation du genome vecteur dans la 
particule vecteur. La sequence LTR peut etre en partie deletee, notamment 
dans la region U3. 

Un vecteur particulier selon I'invention est le plasmide pTRIP.EGFP, 
15 depose a la CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 
I'lnstitut Pasteur, France) le 15avril 1998, sous le numero I-2005. La carte de 
restriction de ce vecteur est representee a la figure 10. 

Un autre vecteur selon I'invention est le plasmide pTRIP.MEL-IRES-GFP 
depose a la CNCM le 20 Avril 1999 sous le n° 1-2185: Ce vecteur est le 
20 plasmide pTRIP.MEL-IRES-GFP represents a la figure 14. 

Un vecteur recombinant particulier selon I'invention est caracterise en ce 
que les sequences gag . qo\ et any sont egalement derivees des sequences 
d'un lentivirus, en particulier d ! un retrovirus HIV, en particulier HIV-1 ou HIV-2. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, les sequences gag et 
25 qo\ sont derivees d'un retrovirus HIV et la sequence env est derivee d'un 
retrovirus distinct de HIV ou d'un virus; par exemple le virus de la somatite 
vesiculeuse (VSV). 

De fa?on generate et en fonction de Pexpression du transgene que Ton 
recherche, on choisira d'avoir recours a une sequence env codant pour des 
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polypeptides env amphotropes par. rapport a I'hote dans lequei on souhaite 
exprimer le transgene, ou au contraire on choisira des sequences. env codant 
pour des polypeptides env ecotropes. Le tropisme de la sequence eny peut 
etre un tropisme specifiquement humain. 
5 L'invention a aussi pour objet des particules vecteur recombinantes 

comprenant une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), placee 
sous le controle de signaux regulateurs de transcription et d'expression, des 
signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation et un 
10 polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS). 

Elle a egalement pour objet des particules vecteur recombinantes 
comprenant une sequence de nucleotides recombinante contenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene), placee sous le controle de 
15 signaux regulateurs de transcription et d'expression, des signaux regulateurs 
de retrotranscription, depression et d'encapsidation de retrotransposon et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant derivees dj-un 
retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle avec les signaux 
20 regulateurs de retrotransposon. 

.De plus, I'invention a aussi pour objet des particules vecteur 
recombinantes comprenant : 

a) un polypeptide GAG correspondant aux. nucleoproteines d*un 
retrotransposon ou a des polypeptides derives fonctionnels, 
25 b) un polypeptide POL correspondant aux proteines RT, PRO, IN d f un 

. retrotransposon ou a un polypeptide derive fonctionnel, 

c) des signaux regulateurs de transcription et d'expression des 
sequences gag et eel. 

. d). une sequence de* nucleotides recombinante comprenant une 
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sequence de nucleotides determinee (transgene), placee sous le controle de 
signaux regulateurs de transcription et depression, une sequence contenant 
des signaux regulateurs de retrotranscription, depression et d'encapsidation 
de retrotransposon et un polynucleotide comportant une region cis-active 
5 d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 
regions etant derivees d'un retrotransposon et inserees dans une orientation 
fonctionnelle avec les signaux regulateurs de retrotransposon. 

De plus, Tinvention a aussi pour objet des particules vecteur 
recombinantes resultant de Texpression de : 
io a) une sequence de nucleotides dite sequence gag codant pour les 

nucleoproteines d'un retrotransposon ou pour des polypeptides derives 
fonctionnels (polypeptides GAG), 

b) une sequence de nucleotides dite sequence qq\ codant pour la 
proteine RT, PRO et IN d'un retrotransposon ou pour un polypeptide derive 

15 fonctionnel (polypeptide POL), 

c) des signaux regulateurs de transcription et depression des 
sequences gag et £o[, lesdites particules comprenant une sequence de 
nucleotides recombinante comprenant une sequence de nucleotides 
determinee (transgene), placee sous le controle de signaux regulateurs de 

20 transcription et depression, une sequence contenant des signaux regulateurs 
de retrotranscription, depression et d'encapsidation de retrotransposon et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant derivees d'un 
retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle avec les signaux 

25 regulateurs de retrotransposon. 

Uinvention a aussi pour objet des particules retrovirales-like 
recombinantes comprenant : 

a) un polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale 
(cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant 
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derivees d'un retrotransposon et, inserees dans une orientation fonctionnelle 
avec les signaux regulateurs de retrotransposon, 

b) un polypeptide correspondant aux nucleoproteines d'un 
retrotransposon . ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides 

5 GAG), 

c) . un polypeptide qq\ correspondant a des proteines RT, PRO, IN d'un 
retrotransposon ou un polypeptide derive, fonctionnel (polypeptide POL), 

d) un polypeptide d'enveloppe virale, 

e) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
10 sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), placee 

sous le controle de signaux regulateurs de transcription et d'expression, des 
signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation de 
retrotransposon. 

L'invention concerne par exemple un vecteur recombinant tel que defini 
is precedemment, dans lequel les signaux regulateurs de retrotranscription, 
d'expression et d'encapsidation et le polynucleotide comprenant les regions 
cPPT et CTS, sont derives d'un retrotransposon, par exemple d'un 
.retrotransposon de levure. - 
De fagon, generate, les signaux regulateurs de transcription et 
20 d'expression du transgene ou des sequences codant pour les polypeptides de 
. structure des particules vecteur, lorsqu'ils ne sont pas d'origine retrovirale ou 
retrovirale-like, sont avantageusement des signaux inducibles ou 
conditionnels, susceptibles de conduire a une expression tissu-specifique. 

Entrent egalement dans le cadre de ('invention, des . cellules 
25 recombinantes caracterisees en ce qu'elles sont recombinees avec un vecteur 
selon Tune des definitions precedentes. La recombinaison peut etre effectuee 
par tout moyen disponible, et en particulier par transfection ou par infection, 
notamment par transfection ou par transduction par un vecteur. 

Les cellules ainsi peuvent etre transferees de fagon transitoire, ou au 
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contraire de fagon stable. II peiit s*agir de cellules d'encapsidation ou de 
cellules cibles, en particuiier de cellules dans lesquelles on recherche un effet 
therapeutique par I'expression du transgene. 

De fa?on tout a fait interessante, des cellules recombinantes capables 
5 d'exprimer le transgene grace a la transduction a I'aide d'un vecteur de 
Invention, sont des cellules eucaryotes differenciees non mitotiques. 

^invention permet cependant egalement la preparation de cellules 
recombinantes eucaryotes primaires non mitotiques, ou encore de cellules 
mitotiques. 

io A titre d'exemple, on citera les cellules de poumon, les cellules du 

cerveau, epitheiiales, astrocytes, microglie, oligodiendrocytes et neurones, 
muscuiaires, hepatiques, dendritiques, neuronales, les cellules de la moelle 
osseuse, les macrophages, les fibroblastes. les lymphocytes, les cellules 
hematopoTetiques. 

15 Uinvention a done pour objet des compositions a visee therapeutique, 

caracterisees en ce qu'elles comprennent un vecteur tel que precedemment 
decrit, ou une cellule recombinante definie selon les indications precedentes. 

L'invention concerne egalement une composition immunogehe 
comprenant un vecteur tel que decrit precedemment ou des cellules 

20 recombinantes definies ci-dessus, ladite composition etant susceptible de 
conduire a une reponse immunitaire, cellulaire ou humorale chez un hote 
determine. 

L'invention met done a disposition un polynucleotide tel que defini 
precedemment, comprenant des regions cPPT et CTS retrovirales ou 
25 retrovirales-like, et donne acces a son utilisation pour Timport nucleaire, 
notamment ex vivo dans des cellules determinees, d'une sequence de 
nucleotides (transgene). 

En outre, Tinvention met a disposition un polynucleotide tel que defini ci- 
dessus associe a une sequence nucleotidique^interet bu'a un transgene. 



BNSDOCID: <WO 9955S92A1 I > 



h 

* WO 99/55892 PCT/FR99/00974 

19 

Enfin, invention concerne ('utilisation cTun polynucleotide comportant 
une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de 
terminaison (CTS), ces regions etant d'origine retroviral ou retrovirale-like, 
pour la transfection ou la transduction de cellules eucaryotes avec un 
5 transgene ou un polynucleotide d'interet. 

Elle concerne egalement ^'utilisation d'un vecteur recombinant ou d'un 
polynucleotide de invention pour la transduction in vivo . 

D'autres caracteristiques et avantages de invention apparaissent dans 
les exemples et dans les figures qui suivent. 
10 LEGENDES DES FIGURES 

FIG. 1 : Retrotranscription cles Lentivirus 

La retrotranscription des genomes lentiviraux differe de celle des 
retrovirus oncogenes par la synthese du brin+ en deux moities distinctes. Un 
segment aval est initie au niveau d'une copie centrale du polypurine tract 
15 (cPPT), caracteristique des genomes lentiviraux. La synthese du brin+ amont 
se termine apres un deplacement de brin discret au centre du genome. Le 
blocage du deplacement de brin par la reverse transcriptase est gouverne par 
une sequence cis-activedu genome HIV : le CTS (Central Termination 
Sequence). Le produit final de la retrotranscription des lentivirus est un ADN 
20 lineaire portant une structure ADN centrale a trois brins (triplex central) sur une 
< longueur d'une centaine de nucleotides. 

FIG. 2 : Plasmides utilises pour la production des particules vecteur 

HIV 

Les particules vecteur sont produites par cotransfection de trois 
25 plasmides : le plasmide vecteur comprenant (pTRIP) ou non (pHR) les 
sequences cis-actives responsables de la formation de triplex, un plasmide 
d^ncapsidation foumissant en trans les proteines structurales et les enzymes 
de la particule (pCMVAR8.2 ou pCMVAR8.91, Naldini et al, 1996 et Zufferey et 
al, 1997) , et un plasmide d'expression deienveloppe du virus VSV (VSV-G). 
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Seules les parties pertinentes des plasmides cotransfectes dans des 
cellules Hela sont presentes (Naldini et al PNAS oct 1996, Zufferey et al Nature 
Biotech. 1997). 

Les plasmides d'encapsidation pCMVAR8.2 ou pCMVA8.91 permettent 
5 I'expression des proteines issues de gag et pol. 

pMD.G code pour ('envelope heterologue VSV. Les plasmides vecteur 
pHR-TRIP sont derives du plasmide pHR'CMVIacZ (Naldini et al) : une 
sequence triplex sauvage ou mutante a ete inseree et le gene rapporteur lacZ 
change ou non en EGFP. 
io ..... 

FIG. 3 : Impact du triplex sur la transduction de I'EGFP dans des 
cellules Hela 

Des cellules Hela, cultivees en Labtek a 8 chambres, sont transduites 
par differents vecteurs exprimant la proteine autofluorescente EGFP. Les 

15 infections sont normalisees selon la quantite de proteine de capside (kit ELISA 
P24 Dupont) a 2 ng de P24 par inoculum. A 48 heures post-infection, les 
cellules sont fixees au PBS PFA 1 %, montees en mowiol, puis observees au 
microscope a fluorescence. Trois champs independants sont montres pour le 
vecteur d'origine sans triplex (HR.EGFP, en haut), pour le vecteur avec le 

20 triplex (TRIP.EGFP, milieu) ou pour un vecteur contenant une sequence triplex 
mutee, non fonctionnelle (TRIP D.EGFP, en bas). A droite sont montrees les 
differentes transductions en presence de nevirapine, un inhibiteur de la 
retrotranscriptase du HIV-1. 

25 FIG. 4 : Quantification du taux de transduction du gene EGFP par 

les vecteurs VIH avec ou sans triplex 

Des cellules Hela transduites par 2 ng P24 des vecteurs EGFP avec ou 
sans triplex sont trypsinnees a 48 heures post-infection. Les pourcentages de 
cellules positives pour Texpression de I'EGFP sont calcules par cytometrie en 
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flux (canal FITC). Dans tous les cas, la transduction est inhibee en presence cle 
nevirapine, un inhibiteur de la retrotranscriptase du HIV-1. Dans la figure 4C, on 
observe la presence de I'ADN triplex dans le vecteur stimule par la transduction 
de GFP (ou autre gene d'interet) dans les cellules en mitose ou non mitotiques. 
5 Cette transduction est multipiiee par un facteur 20 par rapport aux resultats 
obtenus avec des vecteurs sans sequence triplex (par exemple cf. Naldini et al. 
Science, 1996). 

FIG. 5 : Quantification du taux de transduction du gene LacZ par les 
10 vecteurs VIH avec ou sans triplex 

L'impact du triplex sur la transduction est calcule par infection de cellules 
Hela, cultivees en plaques 96 puits, par differents vecteurs exprimant le gene 
rapporteur LacZ. A 48 heures, post-infection, les plaques de cultures sont 
lysees et I'activite beta-Galactosidase est mesuree selon un kit- de reaction 
15 luminescente (Boehringer). Chaque transduction est realisee en triplicate avec 
un innoculum normalise a 2 ng de P24. 

Panneau superieur : Cellules Hela en proliferation. 
Panneau inferieur : Cellules Hela bloquees en cycle par Taphidicoline. ^ 
B La transduction du gene LacZ est multipiiee par un facteur 6 avec un 
20 vecteur contenant une sequence triplex, par rapport a un vecteur sans 
sequence triplex. 

Fig. 6a et b : Impact du triplex sur la transduction ex vivo du gene 
EGFP dans des cellules spinales primaires de rat 

25 , Des cellules d'explants primaires de moelle epiniere de rat sont infectees 
par 300 ng de P24 pour chaque vecteur avec et sans triplex, et observees en 
microscopie a fluorescence comme precedemment. - . 

. F(Q. 7 : Impact du triplex sur la transdution in vivo du gene EGFP et 
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du gene luciferase dans le cerveau de rat 

FIG 7-a-1: Transduction au niveau du site d'injection 
* Le transfert du gene EGFP est realise par injection directe dans le striatum du 
cerveau de rat de 2 microlitres de vecteur correspondent a 50 ng de P24. 
5 L'observation des coupes en microscopie a fluorescence montre une 

transduction importante de EGFP en presence du triplex (panneau gauche), et 
tres faible sans (panneau droit). 

FIG 7-a-2: autre section representative de I'experience decrite ci-dessus. 
FIG 7-b: Quantification de I'impact du triplex sur la transduction in 
10 vivo dans le cerveau. 

FIG 7-b-1 : Impact du triplex sur la transduction du gene codant pour la 
luciferase dans les cellules Hela in vitro . Le graphique montre la production de 
luciferase quantifiee par mesure de luminescence (kit Promega ®). La 
presence du triplex dans le vecteur permet d'obtenir une augmentation de la 
15 transduction du gene de la luciferase, d'un facteur 8. 

FIG 7-b-2: In vivo , quantification de I'activite luciferase dans des 
cerveaux de rat apres injection de vecteurs codant pour la luciferase, avec ou 
sans triplex. La presence de triplex stimule la transduction de la luciferase d'un 
facteur 8: 

20 FIG 7-b-3: Meme experience que 7-b-2 mais realisee chez la souris. 

FIG. 8 : Strategie d'analyse du taux d f import nucleaire de I'ADN 
vecteur. 

Un test quantitatif permettant de suivre la cinetique de retrotranscription, 
25 i'import nucleaire et Integration ou la circularisation de I'ADN vecteur dans les 
w cellules transduites a ete mis au point. Ce test remplace avantageusement la 
detection par amplification PCR des cercles a deux LTRs, marqueurs de 
rimport nucleaire de I'ADN viral dans le noyau de la cellule infectee (Bukrinsky 
et al, Nature 1993. 365, p. 666-669). L'ADN vecteur lineaire non integre, les 
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ADNs circulaires a un ou deux LTRs et I'ADN vecteur integre sont detectes par 
Soutern blot et quantifies au Phosphorimager suivant la strategie de digestion 
de restriction suivante : L'ADN total des cellules transduites est digere par 
EcoNlet Avail (deux sites uniques dans le genome vecteur), puis hybride avec 
5 une sonde ADN generee par PCR chevauchant exactement le site EcoNI. 
Cette sonde reagit avec differents fragments : le fragment interne de 0.77 Kb, 
commun a toutes les formes ADN vecteur, et dont la quantification au 
phosphorimager indique la quantite totale d'ADN vecteur retrotranscrit, un 
fragment distal de 1.16 Kb indiquant specifiquement la quantite d'ADN lineaire 

10 non integre. Apres une digestion supplemental par I'enzyme Xhol, les cercles 
a un et deux LTRs apparaissent respectivement a 1 .4 Kb et 2 Kb. La quantite 
d'ADN vecteur integre est calculee en retranchant au signal correspondant-a 
I'ADN total retrotranscrit les signaux correspondent a I'ADN vecteur non integre, 
ADN lineaire et cercles. Dans le cas d'un defaut d'import nucleaire, le profit 

15 attendu d'ADN vecteur dans les cellules transduites est une accumulation 
d'ADN lineaire non integre. Au contraire, si I'ADN lineaire vecteur accede au 
compartiment nucleaire de la cellule, I'essentiel de PADN lineaire s'integre dans 
. la chromatine cellulaire et se circularise. 

FIG. 9a : Analyse du taux d'import nucleaire des ADNs vecteur. 

20 v L'analyse par southern blot, 48 heures post-transduction -dans les 

cellules Hela, montre un defaut d'import nucleaire typique dans le cas du 
vecteur sans triplex (HR GFP) ou contenant la sequence triplex dans 
1'orientation inverse, non fonctionnelle (TRIP. GFP inv). Dans le cas de ces 
vecteurs, le signal correspondant a I'ADN lineaire non integre est equivalent au 

25 signal ADN total, indiquant que I'essentiel de I'ADN vecteur reste sous forme 
lineaire au lieu de s'integrer. Dans le cas du vecteur TRIP. GFP, I'intensite du 
signal correspondant a I'ADN lineaire est tres inferieure au signal ADN total, 
indiquant qu'une fraction importante de I'ADN vecteur a ete importee dans le 
_ noyau et s'y est integree. 
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Fig 9-b : Analyse cinetique du taux d'import nucleaire des ADNs vecteur 
avec triplex (TRIP-GFP) ou sans sequence triplex (HR-GFP, TRIPinv-GFP). 

Fig 9-c : Quantification de I'etat de I'ADN vecteur dans les cellules 
transduites. 

5 La quantification au phosphorimager du Southern blot montre en figure 

9b montre qu'a 48 heures post-transduction, la majorite de I'ADN des vecteurs 
sans triplex se trouve sous la forme d'ADN lineaire non integre, peu* d'ADN 
vecteur s'integre ou se circularise. Les vecteurs sans triplex (HR-GFP et 
TRIPinv-GFP) montrent un defaut d'import nucleaire typique. A Pinverse, dans 

10 : le cas du vecteur TRIP-GFP, plus de' 60 % de I'ADN est integre dans le 
genome de la cellule transduite et peu d'ADN vecteur subsiste sous forme 
d'ADN lineaire non integre. L'introduction de la sequence triplex dans le vecteur 
a complemente le defaut d'import nucleaire du vecteur HR-GFP jusqu'a un 
niveau sauvage. En effet, le profil d'ADN vecteur obtenu dans le cas du vecteur 

15 TRIP-GFP est comparable a celui d'un virus- HIV- 1 sauvage. Ce resultat 
demontre que la sequence triplex est le seul determinant d'import nucleaire 
manquant dans la construction HR-GFP. Seule la forme integree de I'ADN 
vecteur est active. 

FIG. 10 : Carte de restriction du vecteur pTRIP.EGFP. 

20 

FIGS. 11A - 11F : Sequence des polynucleotides comprenant les 
regions cPPT et CTS des virus CAEV, EIAV, VISNA, SIV AGM , HIV-2 ROD , HIV- 
Ilai- 

25 . . ; La figure 11G represente la sequence de I'ADN triplex ^ du virus HI V1. 
Les regions actives en cis, cPPT et CTS, sont delimitees et imprimees en 
caracteres gras majuscules. 

La figure 11 H represente I'alignement des sequences cPPT et PPT3' 
chez quelques lentivirus. La ligne du haut correspond a la sequence PPT 3' 
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presente chez tous les retrovirus en amont du LTR 3\ La ligne clu bas 
correspond a la repetition interne de la sequence PPT dite cPPT chez les 
lentivirus. 



5 FIG. 12 : 

La figure 12 represente la production de CTL in vitro a partir de cellules 
dendritiques humaines transduites par le vecteur triplex ayant comme genre 
d'interet un polyepitope CTL de melanome constitue d'epitopes dont les 
sequences sont decrites dans la figure 15. 
10 ■ Ces cellules dendritiques sont mises au contact de cellules mononuclees 
(PBLo). L'activite CTL est mesuree apres restirnulation par les peptides 
antigeniques correspondants. \"* 

Sur I'axe des abscisses, est represente le rapport cellules effectrices / 
cellules cibles. 

15 FIG. 13 : Reponse cytotoxique apres immunisation de souris avec le 

vecteur TRIP.MEL-IRES-GFP. 

FIG. 14 : Carte de restriction du vecteur pTRIP.MEL-IRES-GFP 
La souche E. coli contenant le vecteur pTRIP-MEL-IRES-GFP a. ete 
deposee le 20 Avril 1999 a la CNCM et a le numero d^ccession n° 1-2185. 
20 FIGURE 15 : Sequences des epitopes CTLs HLA A2.1 specifiques du . 

melanome inclus dans la construction polyepitopique du vecteur TRIP.MEL- 
IRES-GFP. Le soulignement des sequences du polyepitope a pour objet 
d'individualiser chaque epitope. 



25 FIGURE 16 : Transduction a tres haute efficacite des cellules • 

souches CD34+ par les vecteurs VIH a triplex. 

Analyse par cytometrie en flux FACS de la transduction du gene GFP dans les 
cellules souches hematopoYetiques CD34+ par le vecteur TRIP-GFP. Le 
pourcentage de cellules CD34+ transduites par le vecteur TRIP-GFP est 
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superieur a 85%. Cette efficacite est notablement plus elevee que les taux de 
transductions obtenus precedemment avec un vecteur VI H sans triplex (HR- 
GFP) dans les cellules CD34+ (Miyoshi H et al., Science 1999, 283, p 682-6). 

5 MATERIEL ET METHODES 

Construction des plasmides vecteurs: 

Les plasmides pTRIP-LacZ et pTRIP-EGFP derivent de la construction 

pHR'CMVIacZ (Naldini et al, 1996). Le gene rapporteur LacZ de pHR'CMVIacZ 

a ete remplace par TORF de la proteine autofluorescente EGFP. Le gene de 
10 I'EGFP a ete amplifie par PCR a partir du plasmide pEGFP-N1 (Clontech) 

grace a la polymerase thermostable fidele Pfu (Stratagene). 

Les sequences des amorces PCR utilisees sont les suivantes: 

Bam EGFP: 5' cc gga tec cca ccg gtc gec acc 3 f 

Xho EGFP: 5' cc etc gag eta gag teg egg ccg 3' 
15 L'amplification PCR a ete realisee en 30 cycles dans les conditions 

suivantes: 

- Denaturation 95 °C, 30 sec 

- Hybridation 50 °C, 1 min 

- Elongation 75°C, 30 sec 

20 Les sites de restriction BamHI et Xhol ont ete ajoutes en 5' et 3' 

respectivement du fragment PCR EGFP de maniere a I'inserer de fagon 
orientee dans le fragment vecteur pHR'CMV, lui meme digere par BamHI et 
Xhol. ^insertion du fragment PCR EGFP, par des technologies classiques 
dTKDN recombinant (Maniatis et al, 1983), a genere le plasmide pHR-EGFP. 

25 Ur > fragment de 184 bp correspondant a la region centrale du genome 

VIH-1 et comprenant les boites cis-actives cPPT et CTS, responsables de la 
formation du triplex au cours de la retrotranscription du VI H, a ete insere dans 
le site Clal des plasmides pHR-EGFP et pHR'CMVIacZ , en ambnt du 
promoteur CMV. La region centrale triplex a ete ampiifiee par PCR a partir de 
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plasmides proviraux cpmplets du genome VIH-1 LA) comprenant la sequence 
triplex sauvage (pBRU3; Charneau et al f 1991), mutee dans la sequence cis- 
active de terminaison CTS (pCTS; Charneau et at, 1994) ou encore mutee 
dans la sequence cis-active d'initiation centrale cPPT (p225; Charneau et al, 
5 1992). 

Les sequences des amorces PGR utilisees sont les suivantes: 
Nar/Eco TRIP+: 5' gtc gtc ggc gcc gaa ttc aca aat ggc agt att cat cc 3* 
Nar TRIP-: 5" gtc gtc ggc gcc cca aag tgg ate tct get gtc c 3' 

Les conditions de reaction PCR etaient identiques a celles decrites 
io. precedemment. . 

Les fragments PCR Triplex, digeres par Narl, ont ete inseres au site Clal 
des plasmides pHR GFP et pHR'CMV LacZ par ligation/digestion competitive 
T4 DNA ligase/Clal afin d'eliminer au cours de la ligation le vecteur recircularise 
sur lui meme. L'orientation de I'insertion est analysee par digestion Xhol/EcoRI, 
is . le site Eco Rl ayant ete introduit dans I'amorce PCR 5* Nar TRIP+. 

Les plasmides resultants sont denommes pTRIP.EGFP dans l'orientation 
correcte du triplex et pTRIPinv.EGFP dans Torientation inverse, non 
fonctionnelle. Les vecteurs comprenant une version mutee du triplex sont 
denommes pTRIP X .EGFP, X correspondant au code du virus mutant de 
20 depart (AG, D, CTS ou 225) (Charneau et al J. Mol, Biol. 1994, Charneau et al 
J, Virol 1992). A partir des differents plasmides pTRIP.EGFP ou pTRIP X 
.EGFP, le gene EGFP a ete remplace par Lac Z par echange oriente 
Xhol/BamHI. Les plasmides resultants sont denommes respectivement 
pTRIP.Z, pTRIPinv.Z, pTRIP CTS.Z, pTRIP 225.Z. 
25 Constructions des vecteurs HR luc et TRIP luc 

; Le fragment BamHI-EGfP-Xhol des vecteurs RH GFP et TRIP GFP, a 
ete remplace par le fragment BamHI-Luc-Xhol. du plasmide pGEM-luc 
(Promega) codant pour la luciferase.- 
Production des particules vecteurs non infectieuses 
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La production des vecteurs VIH a ete realisee selon une modification du 
protocole decrit dans Naidini et al, 1996. Les particules vecteur ont ete 
produites par co-transfection transitoire au phosphate de calcium de cellules 
humaines 293T (ATCC), cultivees en milieu DMEM (ICN), SVF 10%, peniciiline, 
streptomycine. Des boites demi-confluentes de 175 cm 2 ont ete transferees 
simultanement par trois plasmides: 

. 15pg de plasmide codant pour Tenveloppe du virus de la stomatite 
vesiculate (VSV), pMD.G (Naidini et al, 1996) 

. 30|jg de plasmide d'encapsidation, pCMVAR8.2 (Naidini et al, 1996) ou 
PCMVAR8.91 (Zufferey et al, 1997). 

. et 30pg des differents plasmides vecteurs pHR ou pTRIP. 1 
Les co-precipites phosphate-calcium/ADN ont ete laisses au contact des 
cellules pendant 24 heures, le milieu a ensuite ete collecte chaque 24 heures 
jusqu'au jour 3 post transfection. Les debris cellulaires des surnageants 
vecteurs ont ete elimines par centrifugation basse vitesse. Les surnageants 
vecteur ont ete conserves par congelation a -80°C. 

Concentration des particules vecteur 

^utilisation de I'enveloppe VSV-G, tres stable, pour pseudotyper les particules 
20 vecteur permet leur concentration par ultracentrifugation. Les surnageants 
vecteurs, collectes selon la methode decrite ci-dessus, ont ete ultracentrifuges 
dans des tubes a fond coniques (Beckman) de 30ml, 90 min a 17000 rpm a 
+4°C dans un rotor SW 28 (Beckman). Les culots ont ete ensuite repris dans 
190tM' de PBS, centrifuges 5 min a-2000rpm afin d'enlever les debris non 
25 resuspendables, aliquotes et congeles a -80°C. 

Transduction de cellules en culture 

Les cellules Hela (ATCC) ont ete transduites par addition de 
surnageants vecteur, ultracentrifuges ou non, en presence de, 10 pg/ml de 
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DEAE Dextran. Les cellules Hela sont cultivees en milieu DMEM (ICN) 
supplements par 10% de serum de veau foetal (SVF). Les cellules HeLa ont 
ete etalees a 20 000 cellules/puits en plaque 96 puits, la veille de Tinfection 
puis transduites dans un volume de 200pl final. Les innoculum de vecteur ont 
5 ete normalises selon la concentration de proteine de capside (P24) ? calculee 
selon un test ELISA commercial (DuPont). L'efficacite de transfert de gene a 
ete mesuree, selon les experiences 24 a 48 heures post-infection. Le taux de 
transduction des vecteurs exprimant le gene rapporteur LacZ etait revele soit 
par une coloration XGal in situ (Charneau et al, 1992), soit par une reaction 

10 luminometrique selon un kit commercial (Boehringer) en suivant les instructions 
du fournisseur. Dans le cas de vecteurs exprimant le gene rapporteur EGFP, le 
taux de transduction a ete evalue qualitativement par observation directe des 
cellules vivantes au microscope a fluorescence, sur le canal FITC. La 
quantification du nombre de cellules exprimant le marqueur EGFP a ete 

15 realisee par cytometrie de flux (canal FITC). Le dosage de la proteine EGFP a 
pu etre realise par mesure de la fluorescence sur extrait cellulaire. Les plaques 
de cultures a 96 puits ont ete rincees deux fois au PBS puis lysees par 100pl 
de PBS 1% NP40. La fluorescence EGFP a ete lue grace a 1'utilisation d*un 
fluorimetre en plaque (modele Victor, Wallac) avec un filtre d'exitation a 475 nm 

20 et un filtre d'emission a 510 nm. . . . 

Des cellules Hela arretees dans leur cycle cellulaire en transition G1/S 
ont ete preparees selon les memes conditions que precedemment avec un 
traitementprealable de 24 heures avant la transduction par 4 pM d'aphidicoline 
(Sigma). Dans ces conditions, plus de 95% .de Incorporation de thymidine 

25 tritiee etait inhibee. - , 

Transduction ex vivo de cellules primaires 

Des cultures primaires de cellules de moelle epiniere de rat ont ete 
preparees de la fagon suivante: des moelles d'embryons de rat de 13 a 14 jours 
ont ete dissequees sous la loupe binoculaire. Les tissus ont ete maintenus en 
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milieu L15 (Gibco) supplements par 3.6 mg/ml de glucose pendant toutes les 
etapes. Les cellules nerveuses ont ete dissociees par incubation dans la 
trypsine (0.05% w/v) pendant 15 min a 37°C. La digestion trysique a ete 
inhibee par I'addition de 10% de serum de veau foetal (SVF) et centrifugation a 
5 basse vitesse. Le culot cellulaire a ete repris dans du milieu L15, 3.6 mg/ml de 
glucose contenant 100 pg/ml de DNasel (Boehringer), par agitation mecanique 
douce. Les cellules ont ete collectees par centrifugation basse vitesse a travers 
un coussin de BSA a 4% (w/v). 

Les cellules spinales ont ete ensemmencees dans des plaques a 24 

10 puits contenant des iameiles de verre de 12 mn de diametre et recouvertes de 
poly-DL-Ornithine (6 Mg/ml) et de laminine (3 Mg/ml). Les cultures cellulaires ont 
ete entretenues dans du milieu neurobasal (Gibco) contenant du supplement 
B27, 2% de SVF, 0.5 mM L-Glutamine, 25 (jM de beta-mercaptoethanol et 
25 pM de L-Glutamate. Les cultures ont ete traitees apres 24 heures par 

15 10 pg/ml de 5' fluorodeoxyuridine pour prevenir la colonisation de la culture par 
des cellules non neuronales. 

Transduction in vivo de I'EGFP dans le cerveau de rat 

Les vecteurs exprimant la proteine marqueur EGFP ont ete utilises pour 

20 les experiences in vivo. 

Des injections dans le cerveau de rat avec 2pi de vecteur HR.EGFP ou 
TRIP. EGFP, ont ete realisees sur des rats OFA spague dawley de 5 semaines. 
Dans un premier temps, les rats ont ete endormis par injection intraperitoneale 
d'lmagene 500 (Rhone Merieux). Les injections ont ete realisees dans le 

25 striatum de chaque hemisphere a Taide d'un guide stereotaxique, avec une 
aiguille Hamilton de 5 mL a la vitesse de 2pl / 5min. Les rats ont ete sacrifies 
une semaine ou plus apres injection, par perfusion au PBS puis au 
paraformaldehyde 2% (PFA). Les cerveaux ont ensuite ete preleves et 
decoupes pour ne garder que la partie contenant le point d'injection, visible par 
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la lesion laissee par.Paiguille. Une post fixation au PFA 2% a ete .realisee toute 
la nuit, suivie d'une cryoprotection au sucrose 20% puis 30%. Les cerveaux ont 
ete ensuite recouverts de tissus-tek, congeles dans la carboglace et stockes a 
-80°C. Des coupes seriees de .14 pm ont ete realisees a I'aide d'un cryostat 
5 puis observees avec un microscope confocal. 

Comparaison in vitro et in vivo des vecteurs HR luc et TRIP luc 

Les cellules HeLa ont ete etalees, un jour avant la transduction, a 20000 
cellules par puits, en plaques 96 puits. Les transductions ont ete realisees avec 
la meme quantite de particules vecteurs, normalisee sur le contenu en p24 des 

10 preparations: 1 ng de p24 par puits, en triplicate, en presence de lOpg/ml de 
DEAE-dextran. Deux jours apres transduction, I'activite luciferase a ete 
mesuree a Paide d'un kit Promega (suivant les instructions du fabriquant) et 
d'un appareil de mesure en microplaque Wallac (Victor). 

Des injections vecteurs dans le striatum de cerveau de rat OFA spague 

15 dawley et de souris C57B6 ont ete realisees. 2 pi d'une preparation de HR luc 
ou TRIP luc, contenant 25 ng de p24 ont ete injectes (n=4). Les animaux ont 
ete sacrifies 4 jours apres, les striatum ont ete preleves et I'activite luciferase 
mesuree par la meme technique que precedemment, en mesurant en parallele 
la quantite de proteines totale (kit Pierce). 

20 

EXEMPLES 

1 Aspects fondamentaux. Import nucleaire du complexe de pre- 
integration 

HIV-1: role du triplex central 

25. Le mecanisme de retrotranscription du virus HIV differe de celui des 

retrovirus oncogenes par la synthese du brin-plus (brin +) en deux moities 
distinctes (figure 1), Un segment aval est initie a une copie centrale du 
polypurine tract (cPPT), caracteristique des genomes lentiviraux. La synthese 
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du brin-plus amont se termine apres un emplacement de brin discret au centre 
du genome. Le blocage du deplacement de brin par la reverse transcriptase est 
gouverne par une nouvelle sequence cis-active du genome HIV: le CTS 
(Central Termination Sequence). Le produit final de la retrotranscription des 
5 lentivirus est done un ADN lineaire portant une structure centrale en 
chevauchement de brin (triplex central) sur une centaine de nucleotides 
(Charneau et al, 1994). La mutagenese dirigee du cPPT ou du CTS peut abolir 
Tinitiation ou la terminaison centrale de la synthese du brin-plus. Dans les deux 
cas, les virus mutants, dont I'ADN est depourvu du triplex central, sont defectifs 

10 pour la replication. 

L'analyse du defaut repiicatif des mutants d'initiation et de terminaison 
centrale a montre que le cycle repiicatif des mutants d'initiation ou de 
terminaison centrale de la retrotranscription avorte lors d'une etape posterieure 
a la synthese de PADN viral et posterieure au routage du complexe de 

is retrotranscription vers I'enveloppe nucleaire. Lorsqu'on analyse la structure de 
I'ADN viral present dans les cellules infectees, on s'apenpoit que les phenotypes 
des mutants d'initiation et de terminaison sont semblables. Dans les deux cas, 
en effet, la quantite globale d'ADN retrotranscrit n'est pas affectee par des 
mutations dans le cPPT ou le CTS. On observe en revanche une accumulation 

20 d'ADN lineaire non integre, avec, dans le meme temps, tres peu de provirus 
integres ou de cercles a 1 ou 2 LTRs formes. Des experiences de 
fractionnement noyaux/cytoplasme et de permeabilisation du noyau ont ensuite 
montre que ces molecules d'ADN lineaire sont associees au noyau, mais que 
leur integration et/ou leur circularisation ne peuvent se produire qu'apres 

25 dissolution de I'enveloppe nucleaire, ce qui indique bien que I'ADN viral des 
. mutants est retenu a I'exterieur de cette enveioppe. De plus des experiences 
d'attaque nucleasique de noyaux purifies de cellules infectees par la DNasel 
immobilisee sur billes d'or demontre encore raccumulation des ADNs lineaires 
mutants a la face cytoplasmique de la membrane nucleaire. Enfm, une 
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quantification precise de la capacite integrative des molecules d'ADN lineaires 
ppurvues ou non d'un triplex central natif a recemrnent montre que le triplex 
central n'influence pas I'integration de TADN lineaire dans une cible ADN 
heterologue in vitro. 

5 Le defaut replicatif des virus mutants pour ('initiation ou la terminaison 

centrale de la retrotranscription concerne done rimport nucleaire de leur 
complexe de . pre-integration, et plus precisement Tetape .de translocation a 
travers les pores nucleaires. Les lentivirus, et le virus HIV en particulier, ont 
developpe une strategie originale de retrotranscription dont le but est de creer 
10 le triplex au centre des molecules d'ADN non integrees, determinant 
indispensable a Tentree du genome viral dans le noyau d'une cellule en 
interphase. Ce mecanisme distingue les lentivirus de tous les autres retrovirus 
dont I'acces de PADN au site d'integration depend de la disorganisation de la 
membrane nucleaire pendant la mitose. 

15 

2. Generation de vecteurs tentiviraux contenant les sequences cis- 
actives responsables de la formation du triplex 

2-1 Principe et interet des vecteurs lentiviraux 

20 La generation de vecteurs lentiviraux efficaces suppose la connaissance , 

des determinants responsables de rimport nucleaire actif et done de Tinfection 
des cellules non mitotiques. 

La decouverte de implication du triplex dans Timport nucleaire du 
genome HIV-1 a des consequences importantes pour la construction de 

25 vecteurs lentiviraux efficaces. Elle suppose la conservation, au sein de la 
construction vecteur, des sequences actives en cis et responsables de la 
formation du triplex ADN tors de la retrotranscription lentivirale. L'application en 
vectorologie de ce travail fondamental consiste a adjoindre dans les 
constructions.de vecteurs lentiviraux la region centrale cPPT-CTS de fagon a 
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creer la structure ADN triplex lors de la retrotranscription du genome vecteur. II 
est a noter que de nombreuses tentatives de construction de vecteur 
lentiviraux, basees sur le meme principe que les vecteurs derives des 
oncovirus (en general du MoMLV), se sont revelees tres decevantes, au moins 
5 en terme de titre infectieux. Ces vecteurs sont des vecteurs de remplacement, 
c'est a dire que I'ensernble du genome retroviral est delete puis remplace, entre 
les deux LTRs et la sequence d'encapsidation, par le gene reporteur ou le gene 
d'interet therapeutique (Miller et al, 89). Selon les inventeurs, ce type de 
construction n'est pas optimum dans le cas de vecteurs lentiviraux du fait de la 

10 necessite de la region centrale cPPT-CTS pour I'import nucleaire de I'ADN 
viral. Toutefois, des vecteurs HIV constants sur le meme principe que les 
vecteurs retroviraux derives d'oncovirus, mais pseudotypes par Penveloppe tres 
fusiogene du virus de la stomatite vesiculate (VSV-G) et concentres par 
ultracentrifugation, permettent la transduction in vivo de neurones de rat 

15 (Naldini et al, 1997; Blomer et al, 1997), du foie et du muscle difference (Kafri 
et a!, 1997). Pourtant, des experiences de complementation de xenogreffes 
d'epithelium pulmonaire humain par ces vecteurs HIV codant pour le gene 
CFTR (mucoviscidose) se sont revelees tres decevantes. L/essentiel de TADN 
vecteur dans ce tissu resterait sous forme d'ADN lineaire non integre, revelant 

20 ainsi un defaut probable d'import nucleaire (Goldrnan et al, 1997; Voir le 
chapitre "influence du triplex central sur le taux d'import nucleaire de TADN 
vecteur"). 

2.2. Construct ion et production des vecteurs HIV "a triplex" 
25 : Afin de tester Timportance de la structure triplex dans un systeme 

vecteur, les inventeurs ont pris pour base les constructions decrites par Naldini 
et al. Dans ce systeme (figure 2), les particules vecteur VIH sont produites par 
co-transfection transitoire de trois plasmides: un plasmide d'encapsidation 
exprimant I'ensemble des proteines virales a Texception de Tenveloppe du VIH, 
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un plasmide exprimant I'enveloppe VSV-G et un plasmide vecteur, pHR-CMV 
LacZ, comprenant les LTRs du VIH, le signal bipartite d'encapsidation du VIH 
et une cassette d'expression de LacZ. Dans un premier temps, le gene 
rapporteur LacZ a ete remplace par un gene codant pour une version tres 

5 fluorescente de la EGFP (E Green Fluorescent Protein), plus pratique pour les 
etudes de transduction in vivo. La region centrale du genome VIH-1 LAI 
comprenant les sequences cis-actives cPPT et CTS, responsables de la 
formation du triplex, a ete amplifiee par PCR puis inseree au site Clal, dans la 
construction vecteur pHR-EGFP. L'insertion d'un triplex sauvage dans 

10 I'orientation correcte genere le vecteur pTRIP-EGFP; dans I'orientation inverse 
(non fonctionnelle), le vecteur pTRIPinv-EGFP. 

2.3. Test rapide et sensible de detection de virus helper dans les 
preparations de vecteurs lentiviraux : 

15 Absence de virus infe ctieux helper dans les "surnageants vecteur" . 

La production de particules vecteur a partir de trois plasmides 
independants et possedant un minimum de sequences homologues permetde 
minimiser la probability de generer un virus helper competent pour la 
replication. De plus, la construction d'encapsidation a ete deletee pour 

20.. I'enveloppe du VIH et pour Pensemble des genes dits accessoires a la. 
. replication (Vif, Vpr, Vpu, Nef). Le genome vecteur encapside ne contenait plus 
du VIH que les 2 LTRs, les sequences necessaires a Pencapsidation et la 
sequence triplex. Toutefois, chaque stock de vecteur a ete teste pour la 
presence de virus helper infectieux. Des cellules MT4 ont ete infectees en 

25 triplicate, sur microplaque, pendant une nuit, puis lavees extensivement et 
remises en culture pendant 5 jours afin d'ampiifier Tinnoculum. Des cellules 
indicatrices P4 (HeLa CD4 LTR-LacZ) ont ensuite ete infectees avec les 
cellules MT4 et leur surnageant pendant 3 jours afin de detecter les particules 
infectieuses produites. Enfin, une coloration X-gal in situ a ete realisee. De 
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cette fagon, toute particule infectieuse prod uite est detectable sous forme d'un 
syncitia bleu. Ce protocole sensible permet de detecter un innoculurn de VIH 
de 0,25 pg de P24, soit environ 3200 particules physiques. Sachant que dans 
le cas de HIV, on estime qu'une seule particule sur 1000, ou meme sur 10 000, 
5 est infectieuse, le protocole devait probablement permettre de detecter une 
particule infectieuse unique. 

Les surnageants vecteur sont systematiquement depourvus de 
particules infectieuses VIH. 

io 2A. Effet du triplex sur I'efficacite de transduction paries vecteurs in vitro 

Dans un premier temps (figure 3), Peffet de insertion du triplex central 
sur la transduction de cellules HeLa a ete mesure. Des cellules HeLa ont ete 
infectees avec un surnageant de transfection de vecteur le triplex central 
sauvage (TRIP GFP), un vecteur sans cette sequence (HR GFP), ou avec une 

is sequence triplex mutante (TRIP GFP D). Le mutant D est un mutant du cPPT 
qui empeche ^initiation centrale du brin + et done la formation du triplex central 
(figure 3). Les infections ont ete realisees avec des surnageants contenant la 
meme quantite de particules normalisees sur la quantite de proteine de capside 
p24. 

20 - La transduction de la GFP dans les cellules Hela a ete augmentee en 

presence d'un triplex sauvage et etait ramenee au taux basal en presence d'un 
triplex non fonctionnel. 

Ce gain de titre peut etre quantifies grace a I'utilisation du gene rapporteur 
LacZ (figure 4). Ces cellules ont ete transduites en triplicate en normalisant par 

25 reference a la quantite de proteine p24. Les transductions ont ete realisees sur 
des cellules bloquees ou non en division a i'aphidicoline, qui bloque les cellules 
en G1/S. Les vecteurs utilises etaient, HRZ (sans triplex), TRIP Z (avec triplex), 
TRIP Z inv (la sequence triplex est orientee en sens inverse, elle est non 
fonctionnelle et ne conduit pas a la formation d'un triplex central). 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



WO 99/55892 



37 



PCJ/FR99/00974 



. .. Figure 4A: Le gain de transduction de la ligal par des vecteurs contenant 
ie triplex est de 6 a 10 fois. II est perdu lorsque le triplex n'est pas forme (TRIP 
Z inv). 

Figure 4B: L'effet du triplex sur la transduction de ligal est independant 
5 de la division cellulaire: des resultats similaires sont obtenus sur des .cellules en 
division ou bloquees a I'aphidicoline. . . 

Par ailleurs, les memes resultats sont obtenus sur cellules HeLa, que le 
plasmide d'encapsidation utilise lors de la production des particules vecteur soit 
10 ou non, delete dans les genes accessoires Vif, Vpr, Vpu, Nef. 

2.5. Effet du t riplex sur I'efficacite de transduction paries vecteurs ex vivo 
L'impact du triplex sur la transduction de la EGFP dans des cellules 

primaires non mitotiques a par la suite ete mesure. Des explants primaires de 
15 moelle epiniere de rat enrichis en neurones ont ete transduits avec des 
surnageants de vecteur ultracentrifuges. Les transductions ont ete realisees 
avec mpins de 1 OjjI de vecteur ultracentrifuge, contenant de la meme nombre 
de particules, normalise sur le nombre de ng de proteine de capside p24. 

Figure 6: le vecteur possedant une sequence triplex transduit un 
20. beaucoup plus grand nombre de cellules d'explants primaires de moelle, 
epiniere de rat que le vecteur sans triplex. 

2.6. Impact d u triplex sur la transduction in vivo dans le cerveau . 

Ueffet du triplex sur la transduction de .la EGFP jn vivo a ensuite ete 
25 mesure, par injection dirqcte dans le cerveau de rat. Le meme volume (2pl) de 
surnageant de vecteur avec ou sans triplex contenant la meme quantite de 
proteine p24 a ete injects dans le striatum. Mors qu^n. grand nombre de 
cellules transduites ont ete detectees chez les .rats injectes avec le vecteur 
avec triplex (figure 7a), il a ete possible de detecter .de peu de. cellules 
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exprimant la EGFP dans le cerveau des rats injectes avee le vecteur sans 
triptex, et ce meme au point exact de I'injection, visible par la lesion laissee par 
I'aiguille. 

Sur la figure 7b la construction de vecteurs VIH (avec ou sans sequence 
5 ADN triplex) qui expriment le gene reporter luciferase (HR Luc et TRIP. Luc) a 
permis de quantifier precisement rimpact sur la transduction de genes dans le 
cerveau. In vitro une augmentation d'un facteur 8 est observee dans les 
cellules HeLa (Figure 7-b1). Un benefice analogue est obtenu apres injection 
directe in vivo dans le striatum de cerveau de rat (Figure 7-b2) ou de souris 
10 (Figure- 7-b3). 

2.7. Impact du triplex sur /'import nucleaire du genome vecteur 

Un test permettant de suivre au cours du temps I'ensemble des formes 
ADN vecteur dans la celllule transduite a ete mis au point par les inventeurs : 

is ADN lineaire, cercles a 1 ou 2 LTRs mais aussi provirus integre. Ce test est 
base sur la detection par Southern de I'ADN viral selon une strategie de 
coupure et de choix de sonde permettant de differencier les differentes formes 
d'ADN retroviral (voir figure 8). L'ADN total des cellules infectees ou des 
cellules transduites par les vecteurs est digere par une ou deux enzymes de 

20 restriction de fagon a degager un fragment interne, commun a toutes les 
formes d f ADN retroviral ou d'ADN vecteur presentes dans les cellules (ADN 
lineaire non integre, ADN circulaire a un ou deux LTRs et provirus integre). 
Dans le cas du vecteur, les enzymes choisies sont Eco Nl et Ava II. En utilisant 
- pour sonde un fragment genere par PCR chevauchant exactement le site Eco 

25 Nl, plusieurs bandes correspondant aux differentes formes d'ADN 
apparaissent. Le fragment interne permettra de calculer apres quantification au 
Phosphorimager I'ADN total vecteur present dans les cellules! Un fragment de 
1.16 Kb correspond au fragment distal de PADN lineaire non integre, un autre 
de 3.3 Kb correspond aux cercles non integres. Apres quantification des 
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signaux avec un phosphorimager, le taux d'import nucleaire est indique par le 
pourcentage d'ADN viral integre et sous forme circulaire (ADNs viraux 
nucleaires) par rapport a PADN lineaire cytoplasmique. Les premiers blots 
preliminaires ont montre un profil d'ADN intracellular caracteristique d'un 
5 defaut d'import nucleaire dans le cas des vecteurs depourvus de triplex ou dont 
la region centrale du genome HIV- 1 a ete inseree a Penvers. En effet, Pintensite 
du signal correspondant a PADN linaire etait equivalent a celle du signal ADN 
total, 48 heures apres infection. En d'autres termes, le processing de PADN 
vecteur est majoritairement btoque au stade lineaire non integre, tres peu de 
10 molecules s'integrent (figure 9). A Pinverse, dans le cas des vecteurs possedant 
un triplex, il ne subsiste que peu d'ADN lineaire a 48 heures, indiquant que leur 
majeure partie a ete importee dans le noyau de la cellule transduite, puis s'est 
integree. 

15 ...... 

2-8. Etude de I'effet de p osition du triplex ADN clans la construction vecteur 

On trouve chez tous les lentivirus les sequences cis-actives cPPT et 
CTS, responsables de la formation du triplex lors de la retrotranscription. Dans 
tous les cas, ce triplex se trouve a quelques nucleotides pres au centre du 

20 genome ADN lineaire. Cette position centrale du triplex pourrait etre importante 
pour le fonctionnement optimal de ce determinant de la translocation a travers 
. le pore nucleaire. Les constructions vecteur realisees, la sequence triplex a ete 
inseree juste en amont de Punite transcriptionnelle du gene rapporteur. Selon la 
taille du gene rapporteur, ce triplex se trouvait plus ou moins pres du centre du 

25 genome ADN lineaire vecteur. Dans le cas du gene rapporteur EGFP (0.7 Kb), 
le triplex est tres proche du centre de la construction; alors. que dans le cas de 
LacZ (3.1 Kb), il en est plus eloigne (figure 2). Dans les deux cas, la presence 
du triplex a induit un gain en titre important des surnageants vecteurs. II existe 
done yne certaine "flexibilite" dans la position du triplex sur le genome vecteur. 
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Toutefois, les vecteurs xodant pour la EGFP se sont averes clairement plus 
efficaces que ceux codant pour LacZ. II est done possible qu'un triplex place 
idealement permette un gain en titre supplemental. Afin de tester cette 
hypothese, les inventeurs ont entrepris de doner, a la place des genes 
5 * rapporteurs, une banque de fragments de taille aleatoire (digestion partielle 
Sau3A), la distribution en taille des fragment clones etant analysee avant et 
apres transduction de cellules cibles. Dans le cas ou la position centrale du 
triplex serait importante pour sa fonction, la contrainte de construction d'un 
vecteur symetrique par rapport au triplex serait importante. II est possible de 
10 contourner cet obstacle en inserant I'unite transcriptionnelle du vecteur dans la 
region U3. Apres retrotranscription, le transgene sera duplique de part et 
d'autre du triplex avant de s'integrer, respectant ainsi une position exactement 
centrale du triplex. 

15 2.9. Transfert in vivo dans differents tissus differencies 

La capacite des vecteurs lentiviraux "triplex" a transduire efficacement et 
stablement les tissus differencies affectes dans diverses pathologies 
genetiques est etudiee. Le potentiel de ces vecteurs dans le cerveau, et dans 
differents tissus tels que le muscle, Tepithelium pulmonaire et le foie chez le rat 

20 ou la souris, Des reponses qualitatives peuvent etre relativement rapidement 
obtenues grace a ('utilisation du gene rapporteur EGFP. Des mesures 
quantitatives de Timpact du triplex sur le taux de transduction de ces tissus sont 
permises en utilisant le gene rapporteur luciferase. Par ailleurs, la capacite de 
ces vecteurs a transduire les cellules souches totipotentes du tissu 

25 hematopoTetique humain peut etre evaluee, soit a partir de cellules CD34+ 
purifiees, soit a partir de cellules de sang de cordon total. ^ 

2.10. Transfert de genes a haute efficac/Ye dans des cellules souches 
hematopoietiques par les vecteurs VIH a triplex. 
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Les cellules souches hematopoTetiques sont des cibles d'importance 
majeure pour le traitement d'un grand nombre de desordres genetiques lies au 
sang, musculaires ou neurologiques et de maladies tnfectieuses. La difficulty 
majeure pour le transfert de gene par vecteurs retroviraux derives d'oncovirus 

5 comme le MoMLV dans ces cellules est qu'elles se divisent tres peu et que 
I'induction de mitoses par un traitement cytokine s'accompagne en general 
d'une perte de leur totipotence. Sur ia figure 16, les resultats de la transduction 
du gene GFP dans les cellules souches CD34 par le vecteur TRIP-GFP 
montrent une expression de la GFP dans plus de 85% des cellules. Uefficacite 

10 de transduction des cellules souches CD34 par le vecteur sans triplex HR-GFP 
est tres inferieure (Miyishi H et al., Science 1999, 283, p 682-6). Les cellules 
souches CD34 etant transduite des leur purification, leur capacite cionogenique 
reste intacte. 



15 2.11. Utilisation des vecteurs lentiviraux a sequence triplex pour ia 
transduction de cellules embryonnaires : Application a ia construction 
d'animaux transgeniques ou de lignees cellulaires modifiees. 

Les vecteurs retroviraux sont potentiellement des outils interessants pour 
la construction d'animaux transgeniques via la transduction des oeufs 

20. (Rubenstein et al., 1986, PNAS, 83, p 366-368) ou des cellules ES (Friedrich 
and Soriano, 1991, Genes Dev. 5, p 1513-1523). L'utilisation des vecteurs 
lentiviraux est susceptible d'augmenter I'efficacite de transduction . de ces 
cellules totipotentes. Nos resultats preliminaires de transduction de cellules 
embryonnaires de souris par le vecteur TRIP-GFP montrent une grande 

25 efficacite de transfert du gene GFP mais aussi une extinction complete de la 
transcription du transgene GFP. Certaines sequences virales en particulier le 
primar binding site (PBS) sont suspectees d f intervenir dans cette extinction 
d'expression. Afin de contourner cet obstacle, des vecteurs autodeletants pour 
ces sequences virales, vases sur le systeme de recombinaison specifique 
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CRE/Lox (Choulika et al. f 1996, J. VIROL', 70, p 1792-98), ont ete construits. 

2.72. Composition immunoaene a applications prophylactiques et/ou 
therapeutiques : 

5 ' • ' • • 

Une nouvelle strategie d'immunisation: vecteurs ientiviraux a triplex. 
Introduction 

10 Le role des lymphocytes T cytotoxiques dans la reponse antitumorale et antivirale a 
ete documents, dans de nombreux systemes experimentaux murins mais aussi chez 
Thomme. Differentes strategies vaccinales visent a induire une reponse cytotoxique 
protectrice contre les tumeurs ou agents infectieux. Les lentivirus ont la capacite de 
traverser les pores nucleates et sont, en consequence, de bien meilleurs vecteurs 

15 de transduction de cellules. La transduction des cellules in vitro et/ou in vivo peut 
conduire a la presentation par ces cellules, des epitopes d'antigenes tumoraux et/ou 
viraux qui par la suite induiront une immunite cellulaire specifique. Pour ces raisons 
les inventeurs ont etudie la capacite immunogenique des vecteurs Ientiviraux a 
triplex recombinants en utilisant soit les cellules dendritiques transduites in vitro soit 

20 ['administration directe in vivo chez des souris "humanisees" par I'expression de 
HLA-A2.1 (Pascolo S. et coll. 1997). Cette souris HHD "HLA-A2.1 pure" est le 
meilleur modele animal pour Tetude de la reponse cytotoxique HLA-A2.1 restreinte et 
a ete proposee pour realiser des etudes precliniques d'immunotherapie. L'ensemble 
de nos resultats montre clairement la capacite immunogenique des vecteurs 

25 . Ientiviraux. a triplex contenant les epitopes tumoraux et de ce fait les vecteurs 
Ientiviraux a. triplex represented une nouvelle strategie d'immunotherapie. 

Etude initiale : comparaison de differentes strategies vaccinales 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



WO 99/55892 . PCT/FR99/00974 

43 . 

En utilisant les souris HHD, differentes strategies vaccinales ont ete prealablement 
comparees. Selectionnant arbitrairement 5 epitopes tumoraux les inventeurs ont 
compare cinq strategies ^immunisation applicables en clinique humaine: (i) peptides 
synthetiques en adjuvant incomplet de Freund, (ii) lipopeptides, (iii) particules 

5 recombinantes Ty de levure dans lesquelles, de maniere independante les epitopes 
ont ete fusionnes en C-terminal a la proteine P1. (iv) administration intramusculaire 
d'ADN-nu codant la glycoproteine du virus de I'hepatite B fusionnee aux epitopes 
dans sa portion pre-S2, (v) injection intra veineuse de cellules dendritiques chargees 
de peptides apres expansion et differenciation in vitro a partir des cellules de la 

10 moelle. Ayant observe que les injections de structures particulates (Ty 
recombinantes de levure) ou d'ADN nu recombinant codant une glycoproteine S du 
virus de I'hepatite B (Reference WO 95/11307 publie le 25/04/95) etaientles 
strategies les plus efficaces d'induction de reponses cytolytiques, les inventeurs ont 
documents, par insertion dans cette glycoproteine d'un motif polyepitopique derive 

15 du melanome (10 epitopes distincts), la possibility d'induire simultanement chez 
toutes les souris testees des reponses cytolytiques contre 5 peptides epitopiques sur 
10. 

Les antigenes particulaires Ty ou d'ADN nu se sont averes d'efficaces strategies 
20 deduction des reponses cytotoxiques. Cependant, la. production sur une large 
echelle de particules Ty est difficile. De plus f il est a craindre que Pintroduction 
d'epitopes hydrophobes et multiples dans le segment pre-S2 de la glycoproteine du 
virus de ['hepatite B n'entrame une forte reduction de la production de particules par 
les cellules CHO (mode de preparation de I'actuel vaccin contre Thepatite). Les 
25 lentivirus (VIH-I) recombinants produits sous la forme de pseudotypes largement 
deletes, mais ayant conserve la sequence ADN triplex, ont fa capacite de traverser la 
membrane nucleaire de cellules ne se divisant pas et represented une strategie 
vaccinale nouvelle et potentiellement plus efficace par rapport aux strategies 
vaccinales citees ci-dessus. 
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Materiels. methodes et res ul tats 
Souris transgeniques 

5 

Les souris HHD, expriment une construction monocatehaire dans laquelle les 
domaines de presentation peptidique (a1, a2) de la molecule HLA-A2.1 sont 
covalemment associes en N-terminal, a la (12-microglobuline humaine. Le domaine 
a3 et la partie intracytoplasmique de la molecule HLA-A2.1 sont remplaces par leur 
10 ' equivalent de la molecule H-2D b (Pascolo S. et coll. 1997). Ces souris permettent 
d'etudier Timmunogenicite de peptides epitopiques et de differentes strategies 
vaccinates d'une fagon comparative. 

Construction du vecteur TRIP -MEL IRES GFP 

15 

Un vecteur bi-cistronique TRIP-IRES-GFP a tout d'abord ete construit. Le site EcoRI 
du vecteur TRIP-IRES-GFP a ete rempli avec I'ADN polymerase T4 creant le vecteur 
TRIP-DeltaE-GFP. Puis un fragment d'environ 1,2 kb BamHI- BstXI-SnaBI-EcoRI- 
IRES-EGFP-Xhol a ete clone a la place du fragment BamHI- EGFP-Xhol. Le 

20 fragment contenant IMRES-EGFP (Internal Ribosome Entry Site) est uri don gracieux 
du Dr Yongwon Choi (Rockfeller University, N.Y., USA). Un fragment contenant une 
sequence consensus Kozac et un polyepitope CTL melanome a ete genere par 
PCR, sur la matrice pBS mel poly avec la pfu polymerase et les oligonucleotides: 
SBglMlu Mel: 5' cc agatct acgcgt gcc acc atg get get ggt 3' 3RIMel: 5' CG GAATTC 

25 GAC CTA AAC GCA ACG GAT G 3VLe fragment de PCR mel a ensuite ete digere 
par Bglll et EcoRI et clone aux sites BamHI et EcoRI du vecteur TRIP-DeltaE-IRES- 
GFP, creant le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP. 

Efficacite de transduction in vitro des cellules dendritiques (CD) par les 
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vecteurs lentiviraux GFP avec ou sans triplex 

Les CD murines ont ete obtenues a partir de la moelle de souris transgeniques HHD 
en presence d'IL4 et GM-CSF. Les CD humaines ont ete obtenues a partir donneurs 
5 sains d'haplotype HLA-A2.1 (voir ci-dessous). Ces cellules ont ete transduites par les 
vecteurs LV avec ou sans triplex en utilisant des concentrations differentes (75, 150, 
et 300ng-p24 de vecteur lentiviraux pour 5.1 0 5 cellules). 

[.'expression de GFP dans les CD a ete mesuree par FACS les jours 2, 5 et 10. Les 
valeurs en terme d'intensite moyenne de fluorescence correspondant a I'efficacite de 
10 transduction des cellules ont montre que les vecteurs lentiviraux a triplex ont une 
capacite de transduction 5 a 7 fois plus elevee des CD humaines par rapport aux 
vecteurs lentiviraux sans triplex. 

Induction des reponses CTL primaires en utilisant des cellules dendritiques 
15 humaines transduites par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP 

Les CD humaines immatures ont ete obtenues a partir des donneurs sains 
d'haplotype HLA-A2.1 en presence de GM-CSF et IL13 (IDM, Paris, France). 
L'immunophenotypage de ces cellules par les anticorps monoclonaux centre CD1, 
20 CD4, H LA- ABC, HLA-DR, CD80, et CD86 a montre leur caractere immature avec 
une purete en CD superieure a 91%. 

Les CD ainsi obtenues ont ete transduites par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP a la 
concentration de 100ng p24/vecteur pour 1.10 6 cellules. L'efficacite de transduction 
des CD par TRIP-MEL-IRES-GFP a ete etudiee en mesurant 1'expression de GFP 
25 par FACS. Les cellules mononuclees (CMN) provenant de meme donneur ont ete 
stimulees par les CD prealablement transduites. Apres trois stimulations, I'activite 
cytotoxique de ces cellules a ete testee sur des cellules T2 chargees 
individuellement par 4 peptides epitopiques en utilisant un test CTL classique de 4 
heures. Les peptides epitopiques Mage-3, gp100.154, GnTV/NA17/A, et 
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Tyrosinase368-D ont ete selectionnes du fait de leur immunogenicite elevee dans les 
experiences anterieures. 

Des reponses cytotoxiques specifiques ont ete observees contre tous les epitopes 
5 testes. Le pourcentage de lyse observe pour chaque epitope est represents dans la 
figure 12. 

immunisation directe des souris HHD par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP 

10 Les souris HHD ont ete immunisees par 2,5 p/p24 du vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP 
par souris en sous-cutane (SC), intra-veineux(IV) et en intra-peritoneal (IP). Le jour 
11 d'immunisation, les cellules spleniques de chaque souris ont ete stimulees 
individuellement par les peptides epitopiques de melanome pendant 6 jours dont 2 
jours en presence de 10% TCGF. L'activite lytique de ces cellules a ensuite ete 

15 testee sur des cellules RMAS chargees par les peptides correspondants ou sur des 
cellules HeLa-HHD transduites par le vecteur TRIP-MEL-IRES-GFP. 

Les resultats obtenus pour chacune des souris sont representes en terme de lyse 
specifique sur des cellules RMAS (Tableau 1) et sur des cellules Hela-HHD 
20 transduites (Tableau 2). Les meilleurs resultats ont ete obtenus apres administration 
du vecteur par voies SC et IP a la fois en termes de lyse et de nombre de reponses 
simultanement induites chez une souris donnee. Le fait remarquable est que la 
majorite des souris immunisees par voie IP developpent des reponses cytolytiques 
contre tous les peptides epitopiques (figure 13). 

25 
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Conclusion 



Les resultats demontrent la capacite des vecteurs lentiviraux a triplex d'induire des 
reponses immunitaires tres efficaces. Leur pouvoir immunogenique a ete montre non 
seulement in vitro sur des cellules dendritiques humaines mais aussi evalue dans le 
modele de la souris transgenique HLA-A2.1 selon differents modes d'administration. 
D'une fagon remarquable, des reponses CTL specifiques ont ete obtenues pour les 
dix epitopes CTL contenus dans le poly-epitope de melanome. Les pourcentages de 
lyse centre les antigenes du melanome sont egalement plus eleves que ceux 
obtenus dans les meme souris HHD avec d'autres strategies vaccinates comme les 
lipopeptides, vaccin recombinant ou la vaccination ADN avec les pseudo-particules 
HBV. En consequence, les strategies vaccinates, basees sur les vecteurs lentiviraux 
a triplex sont applicables a diverses pathologies variees tumorales ou infectieuses. 
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TRAITE OE BUDAPEST StiR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN HATIERE DE BREVETS. 



FORMULE INTERNATIONALE 



| DEST1NATAIRE : 

Madame 0. BERNEMAN, 
Bureau des Brevets et Inventions 
INST1TUT PASTEUR 
25-28, rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 



~1 



NOM ET ADRESSE DE LA PARTIE 
A LAQUELLE LA DECLARATION SUR LA 
VIABILITE EST DEL1VREE 



DECLARATION SUR LA VIABILITE, 
delivrie en vertu de La regie 10.2 par 
L ' AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identified a la page suivaute 



I. DEPOSANT 


11- IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISMS 


Norn : 


INSTITUT PASTEUR 




Numero d'ordre actributi par 

1 * AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 


Adresse 


Bureau des Brevets et Inventions 
25-28 rue du Docteur Roux 
75015 PARIS 




1 - 2005 

Dace du dfipdt ou du transfers 1 : 

15 AVRIL 1998 


III. DECLARATION SUR LA VIABILITE 


La viability du micro-organisoe identifis* sous ehiffre II a ete contrdUe 
la 20AVRIL 1998 2 - A cette dace, Le oic ro-organisne 


Ml 

□' 


6tait viable 
n'*caic pLus viable 







1 Indiquer la dace du depot initial ou, si un nouveau depot ou un transfert one ecfi 
effectues, la plus recent* des dates pertinences (date du nouveau d6pot ou dace du transfert). 

2 Dans le s cas vises a La regie 10-2. a)ii) ec iii), mentionner le contrdie de viabilite 
le plus recent. 



3 Cocher la case qui convient. 
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IV. CONDITIONS DANS LESQUELLES LE CONTROLE.DE VIABILITE A ETE EEFECTUE 



AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Norn 



Adresse 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 
FRANCE 



Signatures) de la (des) personne(s) 
competence ( 3 ) pour reprdsenter L'autorice 
de depot Internationale ou da 1' (das) 
empLoye(s) autoris6(s) t 

Georges WAGENER 

Cortsailler Sclanltftquo da la CNCM 
pom-rn bacteries 



Yvanne CERJSIER 

Directaur admirastrauif ds ta CNCM 



Date : Paris, le 02 juin IS 



A A remplir si cette information a etfi demandea «c si les r^sulcats du controle etaient 
negatifs.' 
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TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATTERS DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



| DE 



DESTINATAIRE 



INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets et Inventions 
25-28 rue du Docteur Roux 
75015 PARIS 



RECEP1SSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
delivre en vertu da ia regis 7.1 par 
1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifiee au bas de cetce page 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



Reference d ' ident if icat ion donnee par le 
DEPOSANT : 

pTRIP.EGFP 


Numero d'ordre atcribue par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

1 - 2005 


II. DESCRIPTION SCIENTIFIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOM1QUE PROPOSES 



1. 



IDENTIFICATION DU MICRO-ORCANISME 



Le micro -organisme ideacifie sous chiffre I 6tait acconpagne : 

d'uce description scientif ique 
| | d'une designation raxonomique proposee 

(Cocher ce qui coavient) 



III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presence autorite da d£pdt incernationalc accepte le xnic ro-organisme identifie sous 



chiffre 1, qu'elle a recu le 15 AVRIL 1998 



(dace du depdt initial) 



IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La present© autorite" de dtpdt Internationale a recu le oicro-organisoe identifie sous 
chiffre 1 le (date du dep6t initial) 

et a recu une requece en conversion du depot initial en depot con forme au Traite de 
Budapest le (date de reception de la requece en conversion) 



V. AUT0R1TE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nom : 



Adresse 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Mtcroorganismes 

INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
f -75724 PARIS CEOEX 15 



Signature(s) de la (des) personne(s) 

compe cente < s ) pour representee l'autorite 

de depot internationals ou de l*(des) 

employe* s) autorise(s) : Mme Y. CERISIER 

Orecteuf Aomtntstralit da la CNCM 



Date 



Paris, te 02 juin 1996 



1 En cas d * applies tion de la regie 6.4.d), cette date est la dace a laquelle le 3tatut 
d'aucorice de depoc inte rnat ionaie a eie acquis. 
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Paris, I 20 avril 1999 




Collection Nationals 

de Cultures de Mlcroorganlsmes 

INSTITUT PASTEUR 



Madame D. BERNEMAN 
INSTITUT PASTEUR 
Bureau des Brevets el Inventions 
25-28, Rue du Oocteur Roux 
75724 PARIS Cedex 15 



25, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



TteJ : (33-3) 45 68 82 50 
Knx : (33-1) 45 68 82 36 



Par fe7ecop/e aux num6ros : 
01 40 61 30 17/ 01 40 01 34 65 



WR : CNCM-6823.904 

Oli) : rnrogtstrement (Tune bacterie en wiodedfepOt aux lerinesdul tails da Budapest 

Copie : Monsieur Pierre CHARNEAU, 
Unite d'Oncologie Virale 



Madame, 



Par la presente nous vous confirmons avoir repu ce jour, en vue d un depot Initial suivant la 
regie 6.1 du Traite de Budapest douze echantillons congeles de la bacterie Identiflee ci- 
dassous. 

Voire projet de depdt a ete enregistre a la CNCM 
a la date du 20 AVRIL 1999 
sous le numero suivant 

Reference d'identlffcatton NumGro d'enrealstrement 



Si un dep6l esl accepte, le numero d'ordre attribue par la GNCM sera identique au 
numero denregislrement et la date du depdt sera la dale de I'enregistrement. 

Restant a votre disposition, 

nous vous prions d'agreer, Madame, ('expression de nos salutations distinguees. 



p TRIP. MEL • IRES - GFP 



! 2185 




Mme Y. CERISIER 

Directew AdrnJolstmilfth* to CNCM 
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REVINDICATIONS 

1. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
5 une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like, ledit vecteur comprenant en outre une sequence 
de nucleotides deterrninee (transgene ou sequence d'interet) et des signaux de 
regulation de retrotranscription, depression et d'encapsidation d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like. 
io 2. * Vecteur selon la revendication 1, caracterise en ce que les 

sequences d'origine retrovirale sont derivees du genome d'un lentivirus. 

3. Vecteur selon la revendication 1, caracterise en ce que les 
sequences d'origine retrovirale-like sont derivees d'un retrotransposon. 

4. Vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
15 caracterise en ce que le transgene ou la sequence d'interet est contenu dans 

une cassette d'expression comprenant des signaux regulateurs de transcription 
et depression. 

5. Particules retrovirales recombinantes comprenant un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 

20 une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like et etant inserees dans une orientation fonctionnelle 
avec des signaux regulateurs de retrotranscription d'origine retrovirale ou 
retrovirale-like. 

6. Particules vecteur retrovirales recombinantes comprenant : 

25 a ) un polypeptide gag correspondant a des nucleoproteines d'un 

lentivirus ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides GAG), 

b) un polypeptide qq\ constitue par les proteines RT f PRO, IN d'un 
lentivirus ou un polypeptide derive fonctionnel (polypeptide POL), 

c) un polypeptide d'enveloppe ou des polypeptides derives fonctionnels 
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(polypeptides ENV), 

d) une sequence de nucleotides recombinante comprenant une 
sequence de nucleotides determinee (transgene ou une sequence . d'interet) 
placee sous le controle de signaux regulateurs de transcription et d'expression, 
5 une sequence contenant des signaux regulateurs de retrotranscription, 
d'expression et d'encapsidation d'origine retrovirale ou retrovirale-like. et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant d'origine 
retrovirale ou retrovirale-like et etant inserees dans une orientation fonctionnelle 

10 avec les susdits signaux regulateurs d'origine retrovirale ou retrovirale-like. 

7. Vecteur recombinant, selon la revendication 5 ou 6, caracterise en 
ce que les signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et 
d'encapsidation sont d'origine lentivirale, le polynucleotide comprenant les 
regions cPPT et CTS est d'origine lentivirale. 

15 8. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 

a 7, caracterise en ce que les signaux regulateurs de retrotranscription, 
d'expression et d'encapsidation et le polynucleotide comprenant les regions 
cPPT et CTS, sont derives d'un retrovirus de type HIV, en particulier HIV-1 ou 
HIV-2. 

2 o 9,. Vecteur recombinant selon la revendication 8, caracterise en ce 
que les signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et 
d'encapsidation et le polynucleotide comprenant les regions cPPT et CTS, sont 
derives d'un virus choisi parmi les lentivirus CAEV, EIAV, VISNA, HIV,SIV ou 
FIV. 

25 10. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des -revendications 1 

a 9, caracterise en ce que le polynucleotide . est une , : sequence d'ADN 
comprenant la region cis-active. d'initiation centrale (cPPT) et la region de 
terminaison (CTS) du genome d'un retrovirus HIV-1 

11. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 
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a 9, caracterise en ce que le polynucleotide comprend les regions cPPT et CTS 
d'une sequence qui peut etre choisie parmi les sequences representees a la 
figure 11 ou en ce qu'il s'agit d'une de ces sequences, mutee notamment par 
deletion ou insertion d'un ou plusieurs nucleotides, des lors que le 
5 polynucleotide permet la formation d'un triplex lors de la retrotranscription du 
vecteur sous le controle des elements de regulation appropries. 

12. Vecteur selon I'une quelconque des revendications 1a 11, 
caracterise en ce qu'i! s'agit du plasmide pTRIP.EGFP, depose a la CNCM le 
15 Avril 1998, sous le numero I.2005. 
10 13. Vecteur selon Tune quelconque des revendications T a 11, 

caracterise en ce qu'il s'agit du plasmide pTRIP.MEL-IRES-GFP, depose a la 
CNCM le 20 Avril 1999, sous le numero 1-2185. 

14. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 5 
a 1 1 , caracterise en ce que les sequences gag, qq\ et env sont derivees des 

15 sequences d'un retrovirus HIV, en particulier HIV-1, ou HIV-2. 

15. Vecteur recombinant selon Tune quelconque des revendications 5 
a 12, caracterise en ce que les sequences gag et qq\ sont derivees des 
sequences d'un retrovirus HIV et la sequence eny est derivee d'un retrovirus 
different de HIV, ou d'un virus. 

2 ° 16. Vecteur recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce 

que la sequence eny code pour des polypeptides ENV amphotropes. 

17. Vecteur recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce 
que la sequence eny code pour des polypeptides ENV ecotropes. 

18. Vecteur recombinant selon la revendication 15, caracterise en ce 
25 que la sequence £qv est derivee du virus de la somatite vesiculeuse (VSV). 

19. Particules vecteur recombinantes comprenant une sequence de 
nucleotides recombinante comprenant une sequence de nucleotides 
determinee (transgene), placee sous le controle de signaux regulateurs de 
transcription et d'expression, des signaux regulateurs de retrotranscription, 
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d'expression et d'encapsidation et un polynucleotide comportant une region cis- 
active d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS). 

20. Particules vecteur recombinantes comprenant une sequence de 
nucleotides recombinante contenant une sequence de nucleotides determinee 

5 (transgene ou sequence d'interet), placee sous le controle de signaux 
regulateurs de transcription et d'expression, des signaux regulateurs de 
retrotranscription, d'expression et . d'encapsidation de retrotransposon et un 
polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale (cPPT) et 
une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant derivees d'un 
10 retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle avec les signaux 
regulateurs de retrotransposon. 

21. Particules retrovirales-like recombinantes comprenant : 

a) un polynucleotide comportant une region cis-active d'initiation centrale 
(cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces regions etant 

15 derivees d f un retrotransposon et inserees dans une orientation fonctionnelle. 
avec les signaux regulateurs de retrotransposon, 

b) un polypeptide correspondant aux nucleoproteines d'un 
retrotransposon ou a des polypeptides derives fonctionnels (polypeptides 
GAG), 

20 c) un polypeptide qq\ correspondant a des proteines RT, PRO, IN d'un 

retrotransposon ou un polypeptide derive fonctionnel (polypeptide POL), 

d) un polypeptide d'enveloppe virale, 

e) une sequence de nucleotides recombinante comprenant / une 
sequence de nucleotides determinee (transgene ou sequence d'interet), placee 

25 sous ie controle de signaux regulateurs de, transcription- et d'expression, des 
signaux regulateurs de retrotranscription, d'expression et d'encapsidation de 
retrotransposon. 

22. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des revendications 1, 
3 ou 15, caracterise en ce que les signaux regulateurs de retrotranscription, 
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d'expression et d'encapsidation et le polynucleotide comprenant les regions 
cPPT et CTS, sont derives d'un retrotransposon de levure. 

23. Cellules recombinantes, caracterisees en ce qu'elles sont 
recombinees avec un vecteur selon Tune quelcpnque des revendications 1 a 

5 22. 

24. Cellules recombinantes selon la revendication 23, caracterisees en 
ce qu'il s'agit de cellules eucaryotes differenciees non mitotiques. 

25. Cellules recombinantes selon la revendication 23, caracterisees en 
ce qu'il s'agit de cellules eucaryotes primaires ou de lignees cellulaires 

10 immortalisees. 

26. Cellules selon la revendication 24, caracterisees en ce qu'il s'agit 
de cellules de poumon, des cellules du cerveau, cellules epitheliales, 
astrocytes, microglie, oligodendrocytes et neurones, musculaires, hepatiques, 
dendritiques, neuronales, des cellules souches de la moelle osseuse, des 

is macrophages, des fibroblastes, des cellules hematopoietiques, des 
lymphocytes. 

27. Composition a visee therapeutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 22 ou des 
cellules recombinantes selon Tune quelconque des revendications 23 a 26. 

20 28. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle comprend un 

vecteur selon Tune quelconque des revendications 1 a 22 ou des cellules 
recombinantes selon Tune quelconque des revendications 23 a 26. 

29. Utilisation d'un polynucleotide comportant une region cis-active 
d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 

25 regions etant d'origine retrovirale ou retravirale-like, pour la construction d'un 
vecteur recombinant. 

30. Utilisation d'un polynucleotide comportant une region cis-active 
d'initiation centrale (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 
regions etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like pour I'import nucleaire ex 
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vivo dans des cellules eucaryotes, d'une sequence de nucleotides (transgene 
ou sequence nucleotidique d'interet). 

31. Utilisation d'un vecteur recombinant selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 22, pour la transfection ou la transduction ex vivo de cellules 

5 differenciees non mitotiques. 

32. Utilisation d'un vecteur recombinant selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 22, pour la transfection ou la transduction ex vivo de cellules 
primaires ou lignees cellulaires immortalisees. 

33. Polynucleotide comprenant une sequence de nucleotides derivee 
10 d'un genome retroviral et contenant environ 80 a 120 nucleotides de preference 

90 a 110 nucleotides, ladite sequence de nucleotides etant encadree d'une part 
par une sequence nucleotidique cis-active d'initiation centraie (cPPT) et d'autre 
part une sequence nucleotidique cis-active de terminaison centraie (CTS). 

34. Polynucleotide selon la revendication 33, caracterise en ce que la 
15 sequence de nucleotides derivee du genome retroviral est derivee du genome 

de HIV, en particulier de HIV-1 et comporte environ 98 nucleotides et en ce que 
la sequence nucleotidique cPPT comporte au moins 10 nucleotides et la 
sequence nucleotidique cis-active CTS comporte au moins 15 nucleotides, les - 
sequences nucieotidiques cPPT et CTS etant derivees du genome de HIV, de 
20 preference de HIV-1. 

35. Polynucleotide selon la revendication 33 ou 34, caracterise en ce 
qu'il est sous forme simple brin ou double brin. 

36. Polynucleotide selon la revendication 33 ou 34, caracterise en ce 
qu'il est sous forme triplex. 

25 37. Utilisation d'un polynucleotide comportant une region cis-active 

d'initiation centraie (cPPT) et une region cis-active de terminaison (CTS), ces 
regions etant d'origine retrovirale ou retrovirale-like, pour la transfection ou la 
transduction de cellules eucaryotes avec un transgene ou un polynucleotide 
d'interet. 
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38. Utilisation cTun vecteur recombinant ou d'un polynucleotide selon 
les revendications 1 a 22 pour la transduction in vivo. 

39. Utilisation d'un vecteur recombinant ou d'un polynucleotide selon la 
revendication 38 dans laquelle la transduction in vivo est realisee par injection 

5 dans un tissu. 

40. Polynucleotide selon la revendication 33 ou 34 associe a une 
sequence nucleotidique d'interet ou a un transgene. 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 ! > 



WO 99/55892 PCT/FR99/00974 

1 /31 

A a 5 RU5PBS U3 R T 

RUSoJo 

b '. — 

U3 R 

0 

U3 RU5 



3PPT 



lentMrvs autres retrovirus 



cPPT j-i 

O U3 RU5 Q U3 RUS 



0 0 
U3RUS U3 RUS 



0 0 

U3 RUS U3RU5 f U3 RUS U3 RU5 



U3 RUS ^ U3 RUS <7 U3 RUS U3 RU5 



7 



B 



terf 
ter2 

1O0 nl 



Figure 1 : Retrotranscription des lentivirus, 
formation du triplex ADN central 
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FIGURE 4: Quantification du taux de transduction du gene EGFP 
par les vecteurs VIH av c ou sans tripl x 



Transduction de la GFP dans des cellules HeLa mitotiques 
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FIGURE 4A 

Transduction de la GFP dans des cellules HeLa bloquees 
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Impact du triplex sur la transduction de 
cellules HeLa n division ou en Tabs nee de 
division, av c la GFP 
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Figure 4C 
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FIGURE 5: Quantificati n du taux de transduction du g ne LacZ 
par les v ct urs VIH av c u sans triplex 



FIGURE 5A : Transduction de la Pgal dans des cellules HeLa mitotiques 
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FIGURE 5B : Transduction de la Pgal dans des cellules HeLa non mitotiques 
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Impact du triplex sur la transduction de I'activit 
luciferase dans des cellules He La in vitro 
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Figure 7bl 
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impact du triplex sur la transduction de I'activite 
luciferase dans ie cerveau de rat in vivo 
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Figure 7b2 
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Impact du triplex sur la transduction de 
luciferase dans le cerveau de souris in vivo 
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5'jTTTTAAAAGAAAAGGGGG^ATTG- 

cPPT 

-GGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAG- 



-TAGACATAATAGCAACAGACATACAAA- 



-CTAAAGAATTACAAAAACAAATTAC- 



■AAAAATTCAAAATTTTC 
CTS 



Figure IIP 
Region ADN triplex du virus HIV-1 
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Alignement des sequences cPPTet PPT 3* 
chez quelques tentMms 



TPPT 



AAAAGAAAAGGGGGG Htv .i 
PPT central *************** 
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****Q********* 
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* * * * * * * Q Q * * * ^ 
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AAAAGAAAAGGGAGG 
******* *q* *ag*A 



SIVagm 



AAAAAGAAAAAAGAAAGGGTGG 
** *«r*T* ************** * 



VISNA 



AAAAATAAAAAAAGAAAGGGTG 
***rp**** ************** 



CAEV 



AACAAGGGGGGAA 
* * AGG* A* * * A* * 



ElAV 



FIGURE 11H 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 t > 



FEUILLE DE REM P LAC EMENT (REGLE 26) 



WO 99/55892 



26/31 



PCT/FR99/00974 




FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/55892 



27/31 



PCT/FR99/00974 



.2 

CO 

c 
o 



CL 
I 

CO 



On © 



8 8 8 8 £ 



2 



1 



P 

GO 

a 

c 



CO 

.S2 

=3 

E 
E 
w 
'2 

Q. 
CO 

d> o- 
"x 00 

O LU 

o a: 

o —J 

LU 
c ■ 

73 £ 

J2 > 
ca — 

C CO 

CD CL 

-a> Q 

^ CO 
CO 3 

o 

V) v> 

a: -o 




CD 



(%) anbypads asAi 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



WO 99/55892 



28 / 31 



PCT/FR99/00974 




BNSDOCtD: <WO 



9955892A1 I > 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/55892 



PCT/FR99/00974 



29/31 



OJ 

§ 

J 

s 

o 
a* 



3 

3 
a* 

f 

a. 
o> 

(ft 

a, 

Q« 

0* 
-J 



0) 

o 
c 

01 



S 

9 

CO 



a 

E 
o 
c 
J2 

E 

<D 

Q. 

0) 

a. 



•5S °* 




to 

to 2 

« •s 



s 

to 

tO *• 

• °? 2 

00 CO 

^ K 25 

tH p-^ 



s s i 



•a 



3 » - 

3 s « 



5 =5 * 5 * . * I 



^ pa 



8 «§ 



s 
o 

u 



~ 0> 




3 i 



52 

»«4 M <P 

i 5 5 

3 d s 



o 

s 



H 
O 
Q 



I 



a* 

ST 

aO 
CO 

2 
& 




8 



NO 



S S T 

N PJ H 



a 

00 

vo 
ro 



e 



I 



s 



01 

S3 

I 



% 

e 



Ul 

a: 

C3 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



BNSDOCID: <WO 



9955892A1 I > 



WO 99/55892 



30/31 



PCT/FR99/00974 



u 

o 
o 

-C 

Q. 

i_ 

O 

E 

a 
k. 

<a> 
c 
a) 




-o a> 
re 



O 
CO 
LL 



O 
CM 



*| " i l i i | i i i i j "m r l I t i i 1 1 unf * 

0001 0 

jnejnen-OSS 



3 

"5 
> 

T3 

E 



CO 



5e> 



,oi c oi 01 t oi 0 oi 




d frC<K> 



(0 

o 



T3 

(0 

c 

CO 



c 
o 
c 




fcr O 



<sr 77 



„oi z ot oi >oi 0 oi 

5*0 3d PZQO 



CO 
LU 



Tim co 

CO CL 



a 

< > 
o co 
E a: 
u. 3 
ui LU 

So _ 

Ml C 

> .2 



LLI 

a: 

CD 



3 
< 
X 

CO 
LU 

a: 



CO o 
LU 3 
-J Tf 
^ CO 

< re 

s 



g 
o 



Q 
CO 



CO 

uu 

J- J/J 

_ O >, 

< 2 « 

o: o c 

f- co < 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/5S892 PCT/FR99/00974 

31/31 




BNSDOCID: <W0 99S5892A1 I > 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



i 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT - : 



Inter mat Application No 

PCi/FR 99/00974 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/86 C12N15/87 C12N7/04 C07K14/16 
A61K48/00 C07K14/47 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



C12N5/10 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N C07K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 97 12622 A (SALK INST FOR BIOLOGICAL 
STUDI) 10 April 1997 (1997-04-10) 
claims 1-6,8,10-13,15,16,18-22 

ZUFFEREY R ET AL: "MULTIPLY ATTENUATED 

LENTIVIRAL VECTOR ACHIEVES EFFICIENT GENE 

DELIVERY IN VIVO" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

vol. 15, 1 September 1997 (1997-09-01), 

pages 871-875, XP002056816 

ISSN: 1087-0156 
cited in the application 
page 871, column 2, paragraph 3; tables 
1,2 

W0 97 32983 A (UNIV CALIFORNIA) 
12 September 1997 (1997-09-12) 
the whole document 

-/— 



1,2 



1,2,6-10 



Further documents are listed In the continuation of box C. 



j)( | Patent family members are listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention • - . 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y M document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

17 September 1999 


Date of mailing of the international search report 

24/09/1999 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Chambonnet, F 



BNSDOCID: <WO 9955B92A1 I > 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter ?na1 Application No 

PC1/FR 99/00974 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • 


Citation of document, with indication.where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


CHARNEAU, P. ET AL.: "HIV-l Reverse 
transcription" 

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 
vol. 241, no. 5, 

2 September 1994 (1994-09-02), pages 
651-662, XP002090794 
cited in the application 
the whole document 


l 


A 


CHARNEAU, P. & CLAVEL, F.: "A 
single-stranded gap in Human 
Immunodeficiency Virus unintegrated linear 
DNA defined by a central copy of 
polypurine tract" 
JOURNAL OF VIROLOGY. , 

vol. 65, no. 5, May 1991 (1991-05), pages 

2415-2421, XP002090795 

ICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY US 

cited in the application 

the whole document 


l 


A 


CHARNEAU, P. ET AL.: "A second origin of 
DNA plus-strand synthesis is required for 
optimal Human Immunodeficiency Virus 
repl i cation" 
JOURNAL OF VIROLOGY., 

vol. 66, no. 5, May 1992 (1992-05), pages 

2814-2820, XP002090796 

ICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY US 

cited in the application 

the whole document 


l 


P,X 


ERLWEIN, 0. ET AL.: "Sequences in pol are 
required for transfer of Human Foamy 
Virus-based vectors" 
JOURNAL OF VIROLOGY. , 

vol. 72, no. 7, July 1998 (1998-07), pages 

5510-5516, XP002090797 

ICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY US 

the whole document 


l 


P,A 


WO 98 39463 A (UEBERLA KLAUS) 
11 September 1998 (1998-09-11) 
page 15, line 20 -page 21, line 9 


l 


A 


EP 0 611 822 A (WISCONSIN ALUMNI RES 
FOUND) 24 August 1994 (1994-08-24) 
the whole document 


l 



Form PC77ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1 992) 



page 2 of 2 

BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



. .-Vf 


■is ' ■ . 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


International application No. 




PCT/FR99/00974 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 
ClaimsNos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although Claims 37, partially, and 38, 39 concern a method for treatment of the 
human/animal body, the search was carried out on the basis of the effects attributed to the 
composition. 

ClaimsNos.: 

because they relate to pans of the intemauonal application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



■ □ 



3. r~] ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a ». 



Box II Observ ations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this intemauonal application, as follows: 



1. | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims . 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. [ | As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 

covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I I No required addiuonal search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
— restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark n Protest j | The addiuonal search fees were accompanied by the applicant's protest. 

|" | No protest accompanied the payment of additional search fees. 

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 

BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

format (on on patent family members 



fnterr ?>nal Application No 

PCl/FR 99/00974 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 


9712622 


A 


10-04- 


•1997 


AU 


7168196 


A 


28-04-1997 












EP 


0871459 


A 


21-10-1998 


wo 


y i JL7DJ 


A 

M 




■1997 


All 




A 
n 














CA 


2247091 


A 


12-09-1997 












EP 


0885302 


A 


23-12-1998 


WO 


9839463 


A 


11-09- 


■1998 


AU 


7332198 


A 


22-09-1998 


EP 


0611822 


A 


24-08- 


1994 


JP 


6261764 


A 


20-09-1994 












US 


5554524 


A 


10-09-1996 












US 


5770428 


A 


23-06-1998 



Form PCT/1SA/210 (patent family annex) (July 1992) 

BNSDOCID; <WO 9955892A1 I > 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dem '9 Internationale No 

PCT/FR 99/00974 



A. CLASSEMENT OE L'OBJET DE LA DEM A NO E , ' , 

CIB 6 C12N15/86 C12N15/87 C12N7/04 C07K14/16 C12N5/10 
A61K48/00 C07K14/47 

Selon la classification Internationale das brevets (CI 8) ou a la fois salon la classification nationate at la CIB 



B. OOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de ctassement) 

CIB 6 C12N C07K 



Documentation consultee autre que la documentation mini male dans la mesure ou ces documents relevant des domaines sur lesquets a porta la recherche 



Base de donnees electron ique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, terms s de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° 


Identification des documents cites, avec, ie cas echeant, I 1 indication des passages pertinents 


no. des revendi cat Ion 3 visees 


X 


WO 97 12622 A (SALK INST FOR BIOLOGICAL 
STUDI) 10 avril 1997 (1997-04-10) 
revendi cati ons 1-6,8, 10-13,15, 16 , 18-22 


1,2 


X 


ZUFFEREY R ET AL: "MULTIPLY ATTENUATED 

LENTI VIRAL VECTOR ACHIEVES EFFICIENT GENE 

DELIVERY IN VIVO" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

vol. 15, 1 septembre 1997 (1997-09-01), 

pages 871-875, XP002056816 

ISSN: 1087-0156 
cite dans la demande 
page 871, colonne 2, alinea 3; tableaux 
1,2 


1,2,6-10 


X 


W0 97 32983 A (UNIV CALIFORNIA) 
12 septembre 1997 (1997-09-12) 
le document en entler 

-/-- 


1 



HI 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la tiste des documents 



|)( [ Les documents de families de brevets sont indlques en annexe 



° Categories spe dales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considers comma particulierement pertinent 

"E° document anterieur, mais pub tie a la date de depot international 

ou apres cette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur una revertdication de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison special© (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publle avant la date de depot International, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mats cite pour comprendre te principe 
ou la theorte constituant la base de I'irrvention 

"X" document particulierement pertinent; rinven tion revendiquee ne peut 
etre consideree corrtme nouveile ou comme imptiquant une activite 
inventive par rapport au document considers isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme imptiquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evident e 
pour une personne du metier 

document qui fait partis de (a meme f amide de brevets 



Date a taquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

17 septembre 1999 


Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale 

24/09/1999 


Nom et adresse postal e de ('administration charge e de la recherche international 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rljswijk 
Tel. (+31-70) 34O-204O, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fo notion naire autortse 

Chambonnet, F 



page 1 de 2 



BNSDOCID: <WO 9955892A1 I > 



m 

f 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dem ? Internationale No 

PCT/FR 99/00974 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categoric 3 


Identification des documents cites, avecte cas echeant, I'indicatlondes passages pertinents 


no. des re ve nd i cat Ions vise 


A 


CHARNEAU, P. ETAL.: "HIV-1 Reverse 
transcription" 

JOURNAL OF MOLECULAR BIOLOGY, 
vol. 241, no. 5, 

2 septembre 1994 (1994-09-02), pages 
651-662, XP002090794 
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CHARNEAU, P. & CLAVEL, F. : "A 
single-stranded gap in Human 
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le document en entier 
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Cadr I Observations-! rsqu il a etc estime que certain s revendications ne p uvai nt pas fair I'obj tdunerech rchs 
(suite du point 1 de la premier 1 uill ) 



Conformement a rartcle 1 7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour tes motifs suivants: 

1. | X [ Les revenaications n 05, 

se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

Bien que les revendications 37, parti el lement, et 38, 39 concernent une 
methode de traitement du corps human/animal, la recherche a ete effectuee 
et basee sur les effets imputes a la composition. 

2. | | Les revendications n 1 * 

se rapportent a des parties de ta demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. | 1 Les revendications n°* 

sont des revendications dependantes et ne sont pas r&Jigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisierne phrases de la regie 6.4.a). 

Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d' unite de r invention (suite du point 2 de la premiere feuiile) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande international, a savoir: 



1 • | I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



□ 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnetle. I'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3 - | | Comme une parte seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les deiais par le deposant le present 
rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour fesquelles les taxes ont ete payees a savoir 
les revendications n os 



| I Aucune taxe addttionnelle demandee n'a 6te payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
de recherche internationale ne porte que sur ('invention mentionnee en premier lieu dans les revendications* etle est 
couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan L 

[ | paiement des taxes additionnelles n'etait assort d'aucune reserve. 
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